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Abstract of DE1 9754482 

The invention relates to a method for characterising, classifying and distinguishing tissues and cell types, 
for predicting the behaviour of tissues and groups of cells, and for identifying genes which have altered in 
their expression. Said method is characterised in that the base cytosine (not 5-methyl-cytosine) in a 
genomic DNA taken from any tissue sample is converted into uracil through treatment with a bisulphite 
solution. Fractions of the genomic DNA which has been treated are amplified by using very short or 
degenerated oligonucleotides, and the remaining cytosines of the amplified fractions are detected by 
means of hybridisation or polymerase reaction. The data generated from the analysis and automatically 
transferred to a processing algorithm is then used to draw conclusions as to the phenotype of the cell 
material which was analysed. 
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Beschreibung 
1. Gebiet der Erfindung 

Das hicr zu patcnticrcndc Vcrfahrcn schafft cine ncuc 5 
Moglichkeit zur differentiellen Diagnose von Krebserkran- 
kungen. Es fuhrt zu einein verlieften Verstandnis der Carci- 
nogenese und der Pathogenese der polygen vererbten 
Krankheiten. Das Verfahren verspricht weiterhin die Identi- 
fizicrung von an der Entstchung von Krankheiten bctciligtcn 10 
Genen. Nach wie vor ist die Zelldifferenzierung und die Dif- 
ferenzierung eines hoheren Organismus im Wesentlichen 
nicht vcrstanden. Auch hier verspricht das Verfahren crheb- 
lichen Erkenntnisgewinn. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzlen 15 
Jahre in der Molekularbiologie gut studierten Beobach- 
tungsebenen sind die Gene selbst, die Ubersetzung dieser 
Gene in RNA und die daraus cntstchcndcn Proteine. Wann 
im Laufe der Entwicklung eines Individuums welches (Jen 
angeschaltet wird und wie Aktivieren und Inhibieren be- 20 
stimmtcr Gene in bestimmten Zcllcn und Gcwcbcn gestcu- 
ert wird, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit mit AusmaB und 
Charakter der Methylierung der Gene bzw. des Genoms kor- 
reiierbar. Tnsofern ist die Annahme naheliegend, daB patho- 
gene Zustande sich in einem veranderten Metylierungsmu- 25 
stcr einzelner Gene odcr des Genoms auBcrn. 

Stand der Technik ist ein Verfahren welches das Studium 
von Methylierungsmustern einzelner Gene gestattet. Jun- 
gere Fortentwicklungcn dieser Methode erlauben auch die 
Analyse kleinster Mengen Ausgangsmaterial, wobei sich 30 
aber die Gesamtzahl der MeBpunkte immer noch hochstens 
im zweistelligen Bereich von theoretisch mindestens 10 7 
MeBpunkten befindet. Mit Hilfe des zu patentierenden Ver- 
fahrens konnen nun crstmalig bclicbigc Ausschnittc des Ge- 
noms mit beliebig vielen MeBpunkten untersucht werden. 35 
Damit ermoglicht das Verfahren die Identifizierung von auf 
andcrc Art nicht zu crmittclndcn Ursachcn fur genetischc 
Krankheiten aller Art und ermoglicht die Entwicklung neuer 
Behandlungsstrategien und Identifizierung von Ziel-Protei- 
nen fur neue Medikamente. 40 

2. Stand der Technik 

2.1 Stand der Technik der molekularen Analyse von Zell- 

Phanotypcn 45 

Studium der Genexpression kann auf der Ebene der RNA 
und auf der Ebene der Proteine stattfinden. Beide Ebenen re- 
flektieren im Prinzip wichtige phanotypische Parameter. 
Protcinuntcrsuchungcn mit Hilfe zwcidimcnsionalcr Gclc 50 
(McFarrel- Verfahren) sind seit ca. 15 Jahren bekannt. Man 
kann damit in einer Analyse die chromatographische Posi- 
tion von cinigen Tauscnd Protcincn darstcllcn. Schon schr 
fruh wurden solche Elektropherogramme auch mit Mitteln 
der ED V bearbeitct bzw. ausgewcrtct. Die Aussagekraft der 55 
Methode ist im Prinzip hoch, sie ist aber den modernen Me- 
thoden der auf der RNA- Analyse beruhenden Genexpres- 
sion in zwei Punktcn unterlegen. 

Die Detektion vor allem von regulatorisch wichtigen Pro- 
teinen aus geringen Mengen von Zellen scheitert aber an der 60 
viel zu geringen Sensiti vital der eingesetzten Methoden. 
Proteine konnen im Gegensatz zu Nukleinsauren namlich 
nicht amplifiziert werden. AuBerdem handell es sich um 
hoch-komplexe, nicht zu automatisierende und sehr teure 
Verfahren. Die Analyse der RNA hat dem gegenuber erheb- 65 
liche Vortcilc. Sie ist wegen des Einsatzcs der PGR cmpfind- 
licher. Vor allem aber kann man jede RNA-Spezies, die als 
interessant erkannt worden ist, sofort in seiner Sequenz 
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identifiziert werden. 

t)ber- oder Unterexpression einzelner RNA's mit bekann- 
ter Sequenz sind meist leicht nachzuweisen sind aber nur in 
Ausnahmefalien im Zusammenhang mit den hier zur De- 
battc stehenden Anwcndungcn aussagekraftig. 

Die Methode des sogenannten "diffential displays" ge- 
stattet beslenfalls halbquantitalives Studium der Expression. 
Per PGR ampiifizierte Expressionsprodukte werden in der 
Gelektrophorese aufgetrennt. Begrenzt wird die Aussage- 
kraft durch das Auflbsungsvcrmbgcn der Gclclcktrophorese. 
Die Methode ist auBerdem bei weitem nicht sensitiv und ro- 
bust genug fur die Anwendung in der Routinediagnostik 
(Liang, P. and Pardee, A.B., Science 257, 967-971). 

Stark uber- oder unterexprimierte Gene werden haufig 
durch subtraktive Techniken identifiziert. Dabei werden 
cDNA-Klone einer zu untersuchenden Zell- oder Gewebe- 
spezies ausplattiert. Dagegen wird cDNA aus Vergleichsrna- 
tcrial hybridisicrt. Exprcssionsmustcr kann man damit nicht 
zuverlassig erstellen. 

Eine Aktivitat des amerikanischen "Human Genome Pro- 
ject" ist das systematischc Scqucnzicrcn von cxprimicrtcn 
Genen. Die daraus sich ergebenden Informationen konnen 
genulzt werden, um Expressions-Ghips zu bauen, die das 
Studium praktisch aller exprimierten Sequenzen einer Zell- 
oder Gewebeart in einem einzigen Experiment gestatten. 

2.2 Stand der Technik bei der Analyse von Krebserkrankun- 
gen 

Ausloser fiir eine Krebserkrankung, also das Entarten ei- 
ner Zelle sind immer Mutationen in Genen. Verursacher fur 
diese Mutationen konnen exogene Einflusse, aber auch Er- 
eignisse in der Zelle sein. In wenigen Ausnahmefalien lafit 
cine cinzigc Mutation, die dann allcrdings haufig groBcrc 
Bereiche des Genoms trifft (Translokationen, Deletionen) 
die Zelle entarten, meist handelt es sich wohl um eine Kette 
von Mutationen auf vcrschicdcncn Genen, die erst zusam- 
men die bosartige Erkrankung bewirken. Diese Ereignisse 
auf DNA-Ebene spiegeln sich auf RNA- und Proteinebene 
wieder. Dabei tritt mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Ver- 
vielfaltigung ein, weil sicherlich in vielen Fallen Menge und 
Art der cinen RNA das AusmaB der Synthese einiger ande- 
rer RNA-Spezies beeinfluBt. Dies fiihrt zu veranderten Syn- 
theseraten der entsprechenden Proteine, was seinerseits den 
StofFwechsel entglciscn lassen kann und somit Mechanis- 
men der Regulation und Gegenregulation in Gang setzt. Das 
Ergebnis ist ein auf ganz spezifische (aber weitgehend unbe- 
stimmhare) Art und Weise verandertes Genexpressionsmu- 
ster der betroffenen Zellen - spezifisch fiir ein bestimmtes 
Karzinom und spezifisch fiir das Stadium des Karzinoms 
und spezifisch fur den Grad der Bosartigkeit des Karzinoms. 
Solche Phanomene entzogen sich bis heute jeder naturwis- 
scnschaftlichcn Bctrachtung. Es gab namlich kcine Mog- 
lichkeit die Genexpression oder den Stoffwechsel einer 
Zelle in seiner Gcsamtheit zu untersuchen. Mit der Ghip- 
Technologie hat sich zum ersten Male eine solche Moglich- 
keit ergeben (Schena, M. et al., Science 270, 467-470). 

Will man das diagnostischc Problem Friihdiagnostik von 
T\imoren auf molekularer Ebene losen, wird man zum ge- 
genwartigen Zeitpunkt von wenigen Ausnahmen abgesehen 
mit einer unuberbriickbaren Schwierigkeit kon frontier!: Da 
man bei den meisten T\jmoren nur bruchstuckhaft die ur- 
sachlichen molekularen Ereignisse, also die verschiedenen 
Mutationen uberblickt, weiB man beim medizinischen Un- 
tersuchungsmaterial nicht, wonach man suchen soli. Das 
heiBt, man kann sich die ungcheure Empfindlichkeii und 
Spezifitat der Polymerase- Kettenreaktion gar nicht zunutze 
machen. Ausnahmen sind z. B. bestimmte Darmtumore, das 
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Ewing-Sarkom und bestimmte Leukamieformen, die tat- 
sachlich jeweils durch eine einzige genau umschriebene 
Mutation definiert werden. Hier kann man die eine entartete 
Zelle unter Millionen normalen Zellen identifizieren. Aller- 
dings gibt cs auch inncrhalb dicscr schcinbar cindcutig dcfi- 
nierten Tumorgruppen dermaBen unterschiedliche Verhal- 
tensweisen, daB gefolgert werden muB, daB weitere unbe- 
kannte genetische Parameter (wie zum Beispiel auch der ge- 
netische Hintergrund des Individuums) eine wichtige Rolle 
spiclcn. Die immunologischen Tumormarker sind Hilfsgro- 
Ben, die nach wie vor nur einen bescheidenen Beitrag neben 
den ubrigen konventionellen Diagnoseparametern darstel- 
lcn. Dicsc konnen allcrdings dazu dienen vcrdachtige Zellen 
vorzuselektieren. 

Eine unverzichtbar wichtige Rolle spiett die Histologic 
bei der Identifizierung entarteten Gewebes, aber eben nicht 
in derFriiherkennung. 

Da also auf molckularcr Ebcnc die mcistcn Tumorc fiir 
diagnostische Zwecke nicht hinreichend charakterisiert 
sind, gibt es auch in aller Regel keine Moglichkeit eine Sta- 
dicncintcilung odcr gar Eintcilung nach Gcfahrlichkcitsgra- 
den vorzunehmen. Eine solche Einteilung ist aber unabding- 
bar fur eine verbesserte Einstellung der Behandlungen und 
vor allem auch fur die Entwicklung effektiver neuer Medi- 
kamente und der Gentherapie. 

2.3 Stand der Technik in der Erforschung der Zahl, Art und 
Eigenschaften der moglichen stabilen Zustande von Zellen 
hohcrcr Organismcn 

In jiingerer Zeit mehren sich Hinweise, daB komplexe Re- 
gelsysteme (fur welche die Steuerung von Zellen ein heraus- 
ragendes Beispiel sind) - sich selbst uberlassen, oberhalb ei- 
ncr kritischen Minimalkomplcxitat und untcrhalb eincr kri- 
tischen Maximal-Konektivitat (der durchschnittlichen Zahl 
der Komponenten mit denen eine beliebige Komponente 
verkniipft ist) - nur in einer begrenzten Zahl stabiler Zu- 
stande existieren konnen (Kauffman, S.A., Origins of Order, 
Oxford University Presse, 1993). Dabei ist das Wort Zu- 
stand in diesem Zusammenhang als der Begriff der Wahl fiir 
das allgemeine Phanomen zu verstehen. Im Zusammenhang 
mit Zellen als biologischen Regelsystcmen kann auch vom 
Differenzierungszustand oder Zeiltyp gesprochen werden, 
Obwohl kein solcher Zusammenhang oder auch nur die Be- 
grenzung der moglichen Zustande fur biologischc Systcmc 
nachgewiesen wurde, waren die praktischen Implikationen 
von unabsehbarer Wichtigkeit: Gabe es bei konstantem In- 
formationsgehalt der Zellen eines Organisrnus (de facto ist 
dies innerhalb einer Spezies weitgehend der Fall) nur eine li- 
miticrtc Anzahl von stabilen Zustanden, so ware es wahr- 
scheinlich, daB sich auch entartete Zellen nur in einem die- 
ser Zustande oder im Obergang zwischen den moglichen 
Zustanden befinden konnen. Zur Zeit gibt es keine Moglich- 
keit, diese Zustande molekular zu definieren. Eine Korrela- 
tion zwischen den cinzclnen Zustanden und dem Verhalten 
von Zellen ist nach dem Stand der Technik kaum zu ver- 
wirklichen. Eine solche Analyse konnte aber einen entschei- 
denden Bcilrag zur Diagnostik und Prognostik von Erkran- 
kungen leisten. Moglicherweise ware sogar eine Korrelation 
der moglichen Zustande von erkrankten Zellen und der am 
besten ansprechenden Therapie moglich. Es ist weiterhin 
wahrscheinlich, daB eine solche Methode auch die Wahl des 
Zeitpunktes einer Behandlung entscheidend beeinflussen 
konnte. Fande man zum Beispiel, daB sich die Zellen eines 
Tumors auf einem Ubergang zwischen moglichen Zustan- 
den befinden, so kann angenommen werden, daB eine solche 
Population von Zellen einem durch die Behandlung entste- 
henden Selektionsdruck nachgiebiger ware und somit leich- 



ter entkommen konnte. Eine Zellpopulation hat in einem 
solchen Szenario innerhalb solcher Ubergangszustande eine 
wesentlich erhdhte Flexibility und wurde leicht in einen 
moglichen stabilen Zustand gedrangt werden, in dem der 

5 Selektionsdruck weghclc, die Behandlung also cffcktlos 
ware. Ein Verfahren, welches Zellen und Zellgruppen nach 
Zustanden klassifizieren konnte, wurde also dazu beitragen 
solche Probleme zu erkennen, zu verstehen und gegebenen- 
falls zu Ibsen. Nach dem Stand der Technik ist es nicht mbg- 

10 lich, zu bestimmen ob es nur cine limitierte Anzahl von Zu- 
standen von Zellen gibt. Daraus folgt, daB es nicht moglich 
ist, Gruppen von Zellen nach einem abstrakten Kriterium ih- 
ren Zustanden nach zu diffcrenzieren und diese Zustande 
mit einem bestimmten Verhalten der Zellen vorherzusagen. 

15 

2.4 Erbiiche Erkrankungen 

Hcutc bestcht die genetische Kartc des mcnschlichcn Gc- 
noms aus 2.500 sogenannten Mikrosatelliten. Dieses Instru- 

20 mentarium nimmt man in Anspruch, um eine Vielzahl von 
Gcncn, mcist solchen, die im Dcfcktfall cine genetische Er- 
krankung verursachen, per Kopplungsanalyse zu lokalisie- 
ren und schlieBlich zu identifizieren. Die haufigen schwer- 
wiegenden und durch ein einziges Defektgen verursachten 

25 genetischen Krankheiten sind so aus der Sicht des Geneti- 
kcrs aufgcklart. Im Prinzip sollten auch die polygenen 
Krankheiten auf diese Art und Weise verstanden werden 
konnen. Viele polygene Krankheiten sind sehr haufig, so 
haufig, daB sic zu den sogenannten Volkskrankhcitcn gc- 

30 zahlt werden. Asthma und Diabetes sind solche Beispiele. 
Viele Karzinomarten zahlen ebenfalls dazu. Das Anwenden 
der oben geschilderten Strategic der Kopplungsanalyse 
brachte auch enorme Anfangserfolge. Es sind zahlreiche 
Vcrursachergcne von wichtigen polygenen Krankheiten wie 

35 Diabetes, Schizophrenic, Atheriosklerose und Fettsucht ge- 
funden worden. Neben den eigentlichen molekularbiologi- 
schen Labortechnikcn ist die entschcidende Vforaussetzung 
zur genetischen Aufklarung dieser Krankheiten die Verfiig- 
barkeit einer relativ groBen Zahl der von der jeweiligen 

40 Krankheit betroffenen Patienten und Verwandten. Man 
muBte in den letzten zwei Jahren feststellen, daB die ur- 
spriinglich angenommcne Anzahl von einigen hundert Pa- 
tienten fur die Kopplungsanalyse von polygenen Erkrankun- 
gen mit hoher Wahrscheinlichkeit ei ne GrbBenordnung zu 

45 ticf liegt. Das gilt auf jeden Fall dann, wenn cs sich um kom- 
plette Aufklarung der Spektrums der Verursachergene han- 
deln soli. Da das AusmaB der praktischen Arbeit, die fiir 
solch eine Kopplungsanalyse geleistet werden aber auBeror- 
dentlich hoch ist, kann man nur noch mit ganz langsamen 

50 Fortschritten bei der Analyse polygcner Krankheiten rech- 
nen. Da gerade diese Krankheiten von einer ganz enormen 
sozialen und wirtschaftlichen Bedeutung sind, wird nach al- 
ternativen Strategien gesucht. 



55 



2.5 Stand der Technik DNA-Chips 



Von alien Entwicklungen am weitesten fortgeschritten ist 
zweifellos das Prinzip von AfTimetrix (z. B. US Patenlc 
5,593,839/5,999,695/5,631,734). Aber auch eine Anzahl an- 

60 derer Firmen und Forschungsprojekte haben DNA-Chips 
mit verschiedenen Eigenschaften fur spezielle Anwendun- 
gen produziert (z, B. US Patente 
5,667,667/5,525,464/5,492,806 oder z.B GofTeau, A., Na- 
ture 385, 202-203; Weiler, J. and Hoheisel, J., Anal. Bio- 

65 chem. 243, 218-227; Chee, M. et al., Science 274, 
610-614). Die jungsten Publikationen bcrichten schon iibcr 
einen kommerziell verfugbaren HIV-Chip, der die Untersu- 
chung des kompletten HIV-Genoms gestattet. Gegen bis zu 
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400.000 Oligonukleotide werden fluoreszenzrnarkierte 
PCR-Produkte der zu untersuchenden Probe hybridisiert. 
Die Auswertung der Signale erfolgt mit Hilfe von CCD-Ka- 
meras. Es wird die seit langem bekannte Fahigkeit solcher 
Systcmc zur allclspczifischcn Hybridisierung genutzt. Das 5 
bedeutet: Nur dort, wo die Probe absolut komplementar zu 
einem fixierten Oligonukleotid ist, bleibt am Ende der Hy- 
bridisierungs- und Waschprozeduren ein Signal erhalten. 
Die Untersuchung einer bekannten Gensequenz auf Muta- 
tionen gelingt, weil sich nicht nur jeder Teilbereich der ge- 10 
samten Sequenz in Form von Oligonukleotidsequenzen auf 
der Matrix befindet, sondern weil dies auch fur jede mogli- 
chc Abwcichung von der Normalsequenz zutrifft. Die Effi- 
zienz der Chip-Prozedur riihrt zu einem Teil daher, daB mit 
zwei einfachen Arbeilsschritlen, namlich der Hybridisie- 15 
rung und dem Waschen die Sequenzinformation einer Viel- 
zahl von Genen oder Genorten erhalten wird. 



2.6 Analysemethoden zur Langenmessung 
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Einige Ausfuhrungsvariantcn des crfindungsgemaBcn 
Verfahrens erfordern am Ende der Prozedur eine extrem 
schnelle und genaue Massebestimmung. Da fur jeden von 
Zehntausenden Datenpunkten eine Fragment-Langenmes- 
sung durchgefuhrt werden muB, ist ein extrem effizientes 25 
MeBsystem erfordcrlich. Dafiir kommen nach dem Stand 
der Technik automatische Sequenziergerate (US Patent 
4,811,218), Kapillarelektrophorese (z. B. Woolley, A.T., et 
al., Anal. Chcm. 68, 4081^086), MALDI-TOF (Sicgcrt, 
C.W., et al. Anal. Biochem. 253, 55-65) und Auftrennungen 30 
mittels chemischer Markierungen (WO 95/04160) in Frage. 
Der Stand der Technik erlaubt es, wenn auch durch erhebli- 
che Modifikationen und Einbindung in die neuartige Logik 
des crfindungsgemaBcn Verfahrens dieses effizient durchzu- 
fuhren. 35 

2.6.1 Massenspektrometrischc Verfahren 

Kurze DNA-Sequenzen kbnnen in MALDI-TOF Massen- 
spektrometern prazise auf ihre Masse untersucht werden 40 
kbnnen. Weiterhin gibt es nach dem Stand der Technik Ver- 
fahren, wclchc dicsc Analyscmcthodc mit Primer-Extension 
Reaktionen kombinieren. Dabei wird zum Beispiel ein Oli- 
gonukleotid spezifischer Sequenz mit einer DNA-Probe hy- 
bridisiert und pro Rcaktion nur cincs der vicr Nuklcotidc 45 
hinzugegeben. Welches der Nukleotide nach der Hybridisie- 
rung von einer Polymerase an das 3 -Ende des Oligonukleo- 
tids angebracht wird, erlaubt die Bestimmung der Identitat 
der Base hinter dem 3'-Terminus des Oligonukleotids. Es 
gibt auch unter anderem eine Variante dieser Methode, wcl- 50 
che die Bestimmung der Lange von solchen repititiven Se- 
quenzen erlaubt, die nur zwei der vier moglichen Basen ent- 
halt. Dabei werden die zu den vorkommenden Basen kom- 
plementaren natiirlichen Nukleotide und ein oder beide wei- 
tcren, derart modifizicrtcn Nukleotide als Terminatoren zur 55 
Polymerase-Reaktion hinzugegeben, daB hinter der repititi- 
ven Sequenz die Reaktion zum erliegen kommt. Normaler- 
wcisc sind die Tcnninatorcn ddNTPs. Aus der Langenmes- 
sung kann dann die Lange der repititiven Sequenz abgeleitet 
werden. 60 

2.7 Stand der Technik Methylierungsanalyse 

Die Modification der genomischen Base Cytosin zu 5- 
Methylcytosin stellt den bis heute wichtigsten und best-un- 65 
tersuchten epigenctischen Parameter dar. Trotzdem gibt es 
bis heute zwar Methoden umfassende Genotypen von Zellen 
und Individuen zu ermitteln, aber noch keine vergleichbaren 



Ansatze auch in groBem MaBe epigenotypische Information 
zu generieren und auszuwerlen. 

Es gibt im Prinzip drei prinzipiell verschiedene Methoden 
den 5-Methyl-Status eines Cytosins im Sequenzkontext zu 
bestimmcn. 

Die erste prinzipielle Methode beruht auf der Verwen- 
dung von Restriktionsendonukleasen (RE), welche "methy- 
lierungssensitiv" sind. REs zeichnen sich dadurch aus , daB 
sie an einer bestimmte DNA-Sequenz, meist zwischen 4 und 
8 Basen lang cinen Schnitt in die DNA einruhrcn. Die Posi- 
tion solcher Schnitte kann dann durch Gelelektrophorese, 
Transfer auf eine Membran und Hybridisierung nachgewie- 
sen werden. Methylierungsensitiv bedeutet, daB bestimmte 
Basen innerhalb der Erkennungssequenz unmethyliert vor- 
liegen inussen, damit der Schnitt erfolgen kann. Das Ban- 
denmuster nach einem Restriktionsschnitt und Gelelektro- 
phorese andert sich also je nach Methylierungsmuster der 
DNA. Allcrdings befinden sich die wenigsten mcthylierba- 
ren CpG innerhalb von Erkennungssequenzen von REs, 
kbnnen also nicht untersucht werden. 

Die Empfindlichkcit dieser Methoden ist extrem niedrig 
(Bird, A.P., and Southern, E.M., J. MoL Biol. 118, 27-47). 
Eine Variante kombiniert PGR mit dieser Methode, eine 
Amplification durch zwei auf beiden Seiten der Erken- 
nungssequenz liegende Primer erfolgt nach einem Schnitt 
nur dann, wenn die Erkennungssequenz methyliert vorliegt. 
Die Empfindlichkeit steigt in diesem Fall auf theoretisch ein 
einziges Molekul der Zielsequenz, allerdings kbnnen mit 
hohem Auf wand nur cinzclnc Positioncn untersucht werden 
(Shemer, R. et al, PNAS 93, 6371 6376). 

Die zweite Variante beruht auf partieller chemischer Spal- 
tung von Gesamt-DNA, nach dem Vorbild einer Maxam- 
Gilbert Sequenzierreaktion, Ligation von Adaptoren an die 
so gencrierten Endcn, Amplifikation mit gencrischen Pri- 
mern und Auftrennung auf einer Gelektrophorese. Mit die- 
sem Verfahren kbnnen definierte Bereiche bis zur GrbBe von 
weniger als tausend Bascnpaaren untersucht werden. Das 
Verfahren ist allerdings so kompliziert und unzuverlassig, 
daB es praktisch nicht mehr verwendet wird (Ward, C. et al., 
J. Biol. Chem. 265, 3030-3033). 

Eine neue Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Memylcytosin beruht auf der spezifischen Rcaktion von Bi- 
sulphit mit Gytosin. Dieses wird unter den enLsprechenden 
Bedingungen in Uracil umgewandeit, welches seinem Ba- 
sen-Paarungsverhaltcn dem Thymidin, mithin einer andcren 
Base entspricht. 5-Methylcytosin wird nicht modifiziert. Da- 
mit wird die ursprungliche DNA so umgewandeit, daB Me- 
thylcytosin, welches urspriinglich durch sein Hybridisie- 
rungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molckularbiologische Tcchni- 
ken nachgewiesen werden kann. A lie diese Techniken beru- 
hen auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt werden 
kann. Der Stand der Technik was die Empfindlichkeit be- 
trifft wird durch ein Verfahren definiert, welches die zu un- 
tersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlicBt, da- 
durch die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulphit 
reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle 
Fallungs- und Reinigungsschritlc durch schnelle Dialyse cr- 
setzt (Olek, A. et al., Nucl. Acids. Res. 24, 5064-5066). Mit 
dieser Methode kbnnen einzelne Zellen untersucht werden, 
was das Potential der Methode veranschaulicht. Allerdings 
werden bisher nur einzelne Regionen bis etwa 3000 Basen- 
paare Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zel- 
len auf Tausende von moglichen Methylierungsereignissen 
ist nicht mbglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren 
keine sehr kleinen Fragmente aus gcringen Probenmcngen 
zuverlassig analysieren. Diese gehen trotz Diffusionsschutz 
durch die Matrix verloren. 



DE 197 54 482 A 1 

7 8 



2.8 Stand der Technik bei der Anwendung der Bisulphit- 
Technik 

Die Bisulphit-Technik wird bisher bis auf wenige Aus- 
nahmen (z. B. Zeschnigk, M. ct al., Eur. J. Hum. Gen. 5, 5 
94-98; Kubota X et al., Nat. Genet. 16, 16-17) nur in der 
Forschung angewendel. Immer aber werden kurze, spezifi- 
sche Stucke eines bekannten Gens nach einer Bisulphit-Be- 
handlung amplifiziert und entweder komplett sequenziert 
(Olek, A. and Walter, J., Nat. Genet. 17, 275-276) oder ein- 10 
zelne Cytosin-Positionen durch eine "Primer-Extension-Re- 
aktion" (Gonzalgo, M. L. and Jones, P. A., Nucl. Acids. Res. 
25, 2529-2531) oder Enzymschnitt (Xiong, Z. and Laird, 
P.W„ Nucl. Acids. Res. 25, 2532-2534) nachgewiesen. Alle 
diese Referenzen stamnien aus dein Jahre 1997. Das Kon- 15 
zept komplexe Methylierungsmuster zur Korrelation mit 
phanotypischen Daten komplexer genetischer Erkrankun- 
gcn zu vcrwcnden, geschwcigc dcnn iiber einen Auswerteal- 
gorithmus wie zum Beispiel ein neuronales Netzwerk aus- 
zuwerten, ist in der Literatur bisher nicht erwahnt und ist 20 
auch nach dem Stand der Technik methodisch nicht durch- 
fiihrbar. 

3. Aufgabe der Erfindung 

25 

Zusammcnfasscnd wcist der Stand der Technik Schwa- 
chen auf, welche durch das erfindungsgemaBe Verfahren ge- 
lost werden. 

Das Verfahren hat die Aufgabe cine extrcm groBe Mengc 
an Parametern zu ermitteln, welche fur das Verhalten von 30 
Zellen diagnostisch sind. Dafur muB sowohl ein vollig neues 
Konzept zur Analyse von Zellen erarbeitet, vollig neue Aus- 
wertemechanismen an dieses geknupft werden und weiter- 
hin die technische Basis fur die Generierung der Daten be- 
reitgestellt werden. Das Verfahren hat die Aufgabe, zum er- 35 
sten Mai potentielle Informativitat der Cytosin-Methyiie- 
rung auszunutzen und die dafur notwendigen analytischen 
Verfahren und damit verbundenen Auswertealgorithmen zu 
Verfugung zu stellen. Das Verfahren soli daher dazu dienen, 
bei von erblichen Defekten betroffenen Zellen solche sekun- 40 
dar involvierten Gen-Loci ausfindig zu machen, welche 
durch Mcthodcn nach dem Stand der Technik thcorctisch 
nicht oder aber nur sehr schwer ermittelt werden konnten: 
Das Verfahren soli genetisch veranderte Loci nachweisen, 
dcrcn (daher moglichcrwcisc cpi-)genetischc Vcranderun- 45 
gen keine wirkliche Anderung der Basensequenz beinhaltet. 
Auf diesem Wege soli das vorgeschlagene Verfahren Ziele 
fiir neue therapeutische Strategien oflenlegen. Das Verfah- 
ren hat es weiterhin zur Aufgabe, entartete Zellen so zu klas- 
sifizicrcn, daB wesentlich mehr und genauere Korrelationen 50 
zwischen (Epi-)Genotyp und Phanotyp geschaffen werden, 
als nach dem Stand der Technik moglich sind. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren soil cs dariibcr hinaus crmoglichen, 
eine Vorhersage iiber das wahrscheinliche zukiinftige Ver- 
halten enlarteter Zellen und die Rcaklion solcher Zellen auf 55 
Stimuli von innerhalb und auSerhalb des Korpers zu trefTen. 
Es soil damit letztendlich auch Hilfestellung bei der Aus- 
wahl derbesten Therapicansatzc bei Krcbserkrankungen lei- 
sten. Weiterhin soli das Verfahren es ermoglichen, die gene- 
tischen und/oder biochemischen Gemeinsamkeiten von 60 
morzellen zu ermitteln, welche phanotypisch ahnlich aber 
genotypisch (soweit nach dem Stand der Technik feststell- 
bar) unterschiedlich sind. Die Vermutung, auf der dieser An- 
spruch des Verfahren basiert, beinhaltet, daB verschiedenste 
Genotypen zu sehr ahnlichen Epigenotypen und damit zu 65 
sehr ahnlichen Phanotypcn fuhrcn konnten. Damit soil das 
vorgeschlagene Verfahren auch in der Lage sein, solche Ver- 
anderung der Genexpression von Tumorzellen zu detektie- 



ren, welche nicht, oder nur indirekt durch Veranderungen 
der Basensequenz verursachl werden. 

4. Losung der Aufgabenstellung durch das erfindungsge- 
maBe Verfahren 

Das vorgeschlagene Verfahren lost die beschriebene Auf- 
gabenstellung auf innovative Art und Weise durch Kombi- 
nation und Verbesserung verschiedener Verfahren des Stan- 
des der Technik. Bestimmtc erfindungsgemaBe Modifizie- 
rungen dieser an sich bekannten Verfahren dienen dazu 
diese an die neuen Anforderungen anzupassen, so daB ein 
vollig neues Gcsamtvcrfahrcn cntstcht, welches im folgcn- 
den an Hand von bevorzugten Verfahrensvarianten beschrie- 
ben und durch Beispiele ausgefiihrl wird. 

4.1 Vorbehandlung der DNA-Probe vor der Behandlung 
durch eine Bisulphit-Losung 

Grundsatzliche Verfahrensschritte, wie zum Beispiel die 
Isolation von Gewebe oder Zellen und die Extraktion von 
DNA aus diesen, finden in an sich bekannter Art und Weise 
statt. Die Extraktion der DNA fur die weitere Analyse wird 
allerdings bei den bevorzugten Verfahrensvarianten in ei- 
nem sehr kleinen Volumen stattfinden, meist, wie die eigent- 
lichc Behandlung mit Bisulphit sclbcr, in einer Schicht von 
Ol, welche alien Kontakt zur AuBenwelt verhindert. Dies 
dient dazu die Verluste an DNA so gering zu halten, daB 
auch bei klcinstcn Ausgangsmcngcn ein reproduzicrbarcs 
Ergebnis gewahrleistet ist. Die Extraktion der DNA aus Zel- 
len oder Geweben kann auch direkt in einer wie unten be- 
schriebenen Kapillare stattfinden, in der dann auch alle 
Folge-Reaktionen durchgefuhrt werden konnen. Eine Be- 
schrankung des Extraktionsvolumens ist allerdings kein not- 
wendiger Bestandteil des vorgeschlagenen Verfahrens. 

Extrahierte DNA kann nun unbehandelt derBisulphit-Be- 
handlung zugefiihrt werden, geschert, oder mit Restriktions- 
endonukleasen spezifisch gespalten werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann an diesem Punkt 
in zwei unterschiediiche Verfahrensvarianten unterteilt. wer- 
den. Eine Variante, innerhalb derer die letztendliche Detek- 
tion der einzelncn Methyl-Cytosin Positioncn durch cine 
Hybridisierung mit Oligonukleotiden durchgefuhrt wird, be- 
darf an diesem Punkt normalerweise keiner weiteren Vorbe- 
handlung der DNA. Eine zweite Variante, dadurch gckenn- 
zeichnet, daB die genomweite Amplifikation der DNA- 
Probe durch Oligonukleotide erfolgt, welche gegen an die 
Enden der DNA ligierte, mit Bisulphit behandelte Adapto- 
ren komplementar sind, bedarf der Ligation von solchen Ad- 
aptorcn an die einzelnen Fragmentc der gespaltenen DNA. 
Die Adaptoren sind kurze, doppelstrangige DNA-Molekiile, 
die in der Regel an einem Ende einen einzelstrangigen Uber- 
hang aufweiscn. Dieser Uberhang ist zu den Enden der ge- 
schnittenen DNA-Probe komplementar, so daB an beide En- 
den der DNA-Fragmente der Probe ein solcher Adaptor mit- 
tels einer geeigneten Ligase angebracht werden kann. Dazu 
werden solche Mengen von Adaptoren hinzugegeben, daB 
diese in Relation zur Zahl der Fragment-Endcn im Ubcr- 
schuB vorliegen. Die Ligationen von Adaptoren an Proben- 
Fragmente konnen aber im Prinzip auch ohne komplemen- 
tare einzelstrangige Uberhange durchgefiihrt werden. Die 
Einzelnen Reaktionen sind dabei im Prinzip Stand der Tech- 
nik (Sambrook et al. Molecular Cloning: A laboratory ma- 
nual, CSHLP, 1989), sollen also nicht weiter ausgefiihrt 
werden. Die Kombination der Ligation von Adaptoren mit 
Bisulphit-Behandlung und nachfolgcndcr genomweiter Am- 
plifikation ist prinzipiell innovativ und in Literatur und Pa- 
tentliteratur nicht erwahnt. 
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4.2 ErfindungsgemaBe Modifikationen der Bisulphit-Me- 
thode 

Grundlage aller erfindungsgemaBen Verfahrensvarianten 
ist die Mcthodc dcr Modifikation von cinzclstrangigcr DNA 5 
durch Bisulphit. Urn einige der erfindungsgemaBe Verfah- 
rensvarianten zu ermoglichen sind allerdings in einige Mo- 
difikationen der Bisulphit-Methode erforderlich. 

Hauptsachliche Varianten dieser Methode beruhen zum 
einen auf dcr Tatsache, daB nicht nur sehr kleine Gesamt- to 
mengen von Ausgangsmaterial benutzt werden sollen (im 
Grenzfalle nur eine oder einige zehn Zellen), sondem einige 
Verfahrensvarianten auch die Verwendung sehr kleincr 
Fragmente erfordem. Zum anderen ist es fur eine rouunema- 
Bige Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens in der 15 
klinischen Diagnostik notwendig, alie Verfahrensschritte so 
zu automatisieren, daB ein moglichst hoher Grad an Repro- 
duzicrbarkcit crrcicht werden kann. 

Alle Schritte der Bisulphit-Methode sollen daher in sehr 
kleinem Volumen unter volliger Abschottung von der "Au- 20 
Bcnwelt" stattfinden. Dcr EinschluB der Bisulphit-Rcaktion 
in eine Agarose-Matrix stellt dabei schon einen Fortschritt 
hinsichtlich der Diffusion von Fragmenten dar, trotzdem fin- 
det die Reaktion immer noch in einem sehr groBen Volumen 
waBriger Bisulphit-Losung statt. Dadurch konnen kleine, 25 
wichtige DNA Fragmente in die Losung diffundieren und 
gehen somit fiir die weitere Analyse verloren. 

Teil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Ausfuh- 
rung dcr Bisulphit-Methode untcr Vcrzicht auf jcglichcs Au- 
Benvolumen. Die Bisulphit-Reaktion wird zum Beispiel un- 30 
ter Ol in einem Volumen von nur 1 ml bis 10 ml durchge- 
fuhrt, alle Bestandteile konnen so direkt von einem Roboter 
unter das Ol pipetiert werden und formen dort einen einzel- 
nen Tropfcn, in dem alle wcitercn Reaktionsschritte vonstat- 
ten gehen. Die Schwierigkeit der Herstellung einer Bisul- 35 
phit-Losung mit Konzentrationen, wie sie nach dem Stand 
der Technik erforderlich sind, und die Tatsache, daB die Lo- 
sung dieses Dilemmas nach Stand der Technik durch Ver- 
wendung niedrigerer Reaktionszeiten bei geringerer Bisul- 
phit- Konzentration zu signifikanten Schaden an der DNA- 40 
Probe fuhrt, werden durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
gcldst. 

Dieses Verfahren nutzt die Tatsache, daB die verschiede- 
nen Reaktionsschritte der Bisulphit-Reaktion Gleichge- 
wichtsreaktionen sind. Dicsc Glcichgcwichtc licgen bei den 45 
zwei wichtigen Reaktionsschritten, der Sulphonierung des 
Cytosin und der nachfolgenden Deaminierung, bei unter- 
schiedlichen Temperaturen auf der richtigen (sulphonierten 
und deamnierten) Seite. Beriicksichtigt man die Kinetiken, 
mit denen sich die jcweiligen Glcichgcwichtc einstellen, so 50 
erweist es sich als niitzlich die Bisulphit-Reaktion unter zy- 
klischen Bedingungen, bei wechselnden Temperaturen 
durchzufuhrcn. Eine bevorzugte Vcrfahrensvariante bcin- 
haltet einen Wechsel von 4°C (10 min) auf 50° (20 min). 
Alle anderen Temperaturen und Reaktionszeiten bei be- 55 
stimmten Temperaturen sollen aber in das erfindungsge- 
maBe Verfahren eingeschlossen sein. Zum Beispiel kann es 
sich untcr bcstimmlen Bedingungen als vorteilhaft crwei- 
sen, wenn wesendich kiirzere Reaktionszeiten eingestellt 
werden. Es ist auch niitzlich und grundsatzlich neuartig, 60 
zwischen einen Deaminationsschritt (bei hoher Temperatur, 
>=50°C) und einen darauffolgenden emeuten Sulphonie- 
rungsschritt einen Schritt einzufiigen, bei dem die zu unter- 
suchende DNA erneut bei sehr hoher Temperatur denaturiert 
wird. Denaturierungstemperaturen liegen in der Regel fiir 65 
hochmolekularc DNA bei >90°C, konnen aber innerhalb des 
zu schutzenden Verfahrens auch darunter liegen. Dies hat 
zwei Griinde. Einerseits gibt es Verfahrensvarianten, bei de- 



nen sehr kurze DNA-Fragmente untersucht werden. Zu an- 
deren sinkt in jedem Reaktionszyklus durch erfolgte Kon- 
vertierung von Cytosinen zu Uracilen die Komplementaritat 
zwischen den Strangen. Daher kann ein zyklischen Reakti- 
onsprotokoll sehr komplex ausschen. Die Dcnaturicrungs- 
temperatur kann zum Beispiel in den ersten Zyklen bei iiber 
90°C liegen, in spateren Zyklen aber niedriger reguliert wer- 
den. Mehrstufige Reaktionen konnen in alien Aspekten nur 
durch extrem aufwendige Testreihen optimiert werden. Der 
beantragtc Schutz soli sich daher allgemein auf zyklisch 
durchgefuhrte Bisulphit-Reaktionen beziehen. 

Eine weitere Losung der oben erwahnten Probleme mit 
dem Stand der Technik beruht auf dcr Verlcgung eines oder 
mehrerer Schritte des Verfahrens in eine Kapillare. Dabei 
gibt es prinzipiell zwei Varianten. Die Kapillare kann 1) 
dicht sein und 2) nach der Art eines sehr dunnen Dialyse- 
schlauches fur gewisse Losungsmittel durchlassig sein. 

Die Variante nach 1) bcinhaltct, daB cin, wic in den obi- 
gen Beispielen beschriebener Tropfen mit DNA, Bisulphit 
und Radikalfanger in waBriger Losung durch eine von au- 
Ben bcheizbare und kuhlbarc Kapillare gefuhrt wird. Der 
Tropfen kann dabei durch eine Fliissigkeit oder Gasphase 
innerhalb der Kapillare isoliert sein. Alle Reaktionen finden 
dann innerhalb dieser Kapillare statt, zusatzliche Reagen- 
zien konnen durch Einmundungen hinzugegeben werden. 
Da diese Kapillare nach Variante 1) nach auBen hin vollig 
abgeschlossen ist, muB allerdings fur nachfolgende Reakti- 
onsschritte eine Matrix-Losung hinzugegeben werden, wel- 
chc die oben genannten Probleme hcrvorruft und erfin- 
dungsgemaBe Losungen benotigt. 

Die Variante nach 2) beinhaltet, daB zunachst nur die 
DNA Losung, nach entsprechender Vorbehandlung durch 
erfindungsgemaBe oder andere Verfahrensschritte durch die 
porosc Kapillare gefuhrt wird. Die Kapillare sclbcr wird 
durch Behalter mit Losungen gefuhrt, welche fur Reaktions- 
schritte innerhalb der Kapillare benotigt werden. Konkret 
wird die DNA Losung innerhalb der Kapillare bei dieser Va- 
riante zunachst durch eine Bisulphit-Losung gefuhrt, welche 
zusatzlich entweder zyklisch temperiert werden kann oder 
bei konstanter Temperatur vorliegt. In einem weiteren 
Schritt wird nach erfolgter Bisulphit-Reaktion die Kapillare 
durch cine Dialysc-Ldsung, dann durch cine alkalischc Lo- 
sung und schlieBlich durch eine weitere Dialyse- Losung ge- 
fuhrt. Nach diesen Schritten der Bisulphit-Behandlung in 
dcr Kapillare konnen, dies soli cine wcitcrc Vcrfahrensva- 
riante darstellen, auch alle weiteren PGR und Primer-Exten- 
sions-Schritte in der selben Kapillare durchgefuhrt werden. 
In dem Fall, daB die verschiedenen Primer fiir die Primer- 
Extension nach Anspruch durch eine besondere chemische 
Modifizierung markicrt sind, so kann auch direkt an alle 
diese PGR und Primer-Extensions-Schritte in einer Verlan- 
gerung der selben Kapillare eine Kapillarelektrophorese 
ausgefuhrt werden. Dicsc trennt die Extcnsionsproduktc dcr 
Lange nach, eine nachfolgende massenspektrometrische 
oder chromatographische oder optische Analyse trennt dann 
die gesammelten GroBenfraktionen nach ihrer Markierung 
hin auf und generiert damit in der zweiten Analysedimen- 
sion das Ergebnis-Spcktrum oder Ergcbnis-Ghromato- 
gramm. 

Die Verwendung einer Kapillare fur die Bisulphit und 
PGR und/oder Extensions-Reaktionen erleichtert auch die 
Verwendung einer anderen der erfindungsgemaBen Detekti- 
onsvarianten. Die Fragmente konnen namlich direkt nach 
der Amplification in eine Kapillare geleitet werden, welche 
wie weiter unten beschrieben die fur die einzelnen Methyl- 
cytosin spezifischen Oligonuklcotide als Hybridisierungs- 
partner auf der Innenseite tragt. 

Eine weitere Verfahrensvariante hierzu beruht auf einer 
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anderen Eliminierung der hochmolare Bisulphit-Losung als 
durch Dialyse. Die Vorleile dieser Variante eliininieren ei- 
nen weitere Nachteile der bisher beschriebenen Varianten. 

Jede Dialyse in Agarose IaBt Teile der Prozedur in einem 
groBcn Volumen waBrigcr Losung stattnnden. Dabei droht 5 
ein Verlust an DNA-Fragmenten durch Diffusion. Ein Pro- 
blem bei Varianten, welcher in einer Kapillare statlfinden 
ist, daB ein geringer, aber bei kleinsten Mengen DNA even- 
tuell signifikanter Prozentsatz an DNA-Fragmenten an die 
Innenwandung der Kapillare bindet und so fur die Analyse 10 
verloren gehen kann. 

Daher wird folgendes Verfahren vorgeschlagen: Die 
DNA-Extraktion wird wic bcschricbcn in cincm schr klci- 
nen Volumen unter einer Olschicht vorgenommen. In der be- 
vorzugten Verfahrensvarianle handelt es sich urn ein Volu- 15 
men von 1 ul. Natiirlich wird das Verfahren durch Verwen- 
dung kleinerer oder groBerer Volumina nicht wesenllich ver- 
andcrt. Also fallen dicsc auch in den bcantragtcn Schutzbc- 
reich. Die DNA wird denaturiert (wie zitiert). Die notige Bi- 
sulphit-Konzentration wird dann durch Zugabe eines gro'Be- 20 
ren Volumens an einer Bisulphit-Losung (zur Zeit von 4 ul) 
zugegeben, welche etwas groBer ist, als fiir die eigentliche 
Behandlung notwendig ist, so daB sich die benotigte End- 
konzentration und pH automatisch unter dem Ol einstellen. 
Darauf hin wird die Bisulphit-Reaktion auf eine der be- 25 
schricbcncn Artcn durchgefuhrt. 

Im nachsten Verfahrensschritt wird eine (in der derzeitig 
bevorzugten Verfahrensvariante) gleiche Molmenge eine 
Salzcs, zum Bcispicl Barium Hydroxid in Losung hinzugc- 
geben, dessen Kation mit dem Bisulphit ein unlbsliches Salz 30 
bildet und somit aus der Losung ausfalit. Die Zugabe dieser 
Losung bewirkt auBerdem einen Anstieg des pH auf Werte, 
bei denen die Desulphonierung der in den ersten Reaktions- 
schritten sulphonierten und deaminierten Cytosine stattfin- 
den kann. Wahrend der Desulphonierungs-Reaktion, welche 35 
sehr schneil ablaufi, kann das ausgefallene Bisulphit-Salz 
durch kurze Zentrifugation von der waBrigen Probenlosung 
getrennt werden. Es wird aber vorgezogen, ein Salz zu ver- 
wenden, welches die folgenden Eigenschaften hat. Das Kat- 
ion- bildet mit. dem Bisulphit ein Salz, welches auch unter 40 
den Bedingungen des Amplifikations-Prozesses unloslich 
blcibt und den Amplifications- ProzcB in kcincr Wcisc nach- 
teilig beeinfluBt. Auch darf keines der Tonen, welche bei ei- 
nem solchen ProzeB nicht aus der Losung ausfallen, in den 
Mengen, in denen solchc Ionen dann vorlicgcn, den Ampli- 45 
fikations-ProzeB storen. Die mogliche Storwirkung solcher 
Salze im Amplifikations-ProzeB kann aber auch umgangen 
werden, indem extrem prazise angesetzte Salzlosungen ver- 
wendet werden, welche mit ebenso extremer Genauigkeit 
pipettiert werden konnen. Die Verwcndung identischer 50 
Mengen von Salzen fuhrt zu einer quantitativen Eliminie- 
rung der potentiell storenden Ionen. Die Verwendung von 
Kalium-Bisulphit oder andercr Gcgcn-Ionen zum Bisulphi,t 
die mit den nachfolgenden Amplifkationspuffern komple- 
mentar erlcichtern auch das im Folgenden beschriebene 55 
Umpuffem fiir die Amplifikations-Reaktion. 

Im nachsten Verfahrensschritt wird dann ein weiteres Vo- 
lumen einer Losung unter das Ol gegeben, welche die fol- 
genden Eigenschaften hat. Die Salzkomposition ist derart, 
daB bei Mischen mit der unter Ol vorliegenden Losung der 60 
behandelten DNA solche Salzkonzentrationen und pH ent- 
stehen, welchen einen enzymatischen Amplifikations-Pro- 
zeB erlauben. Dabei konnen alle thermosiabiien Polymera- 
sen jeden Ursprungs verwendet werden. Die Art der ver- 
wendeten Polymerase ist unwesentliche, kann auch entspre- 65 
chend den vorherrschenden Pufferbcdingungen variicri wer- 
den und es soli daher ein Schutz fur die Verwendung aller 
solcher Polymerasen beantragt werden. Zweitens ist eine 



solche Polymerase, alle Nukleotide und die benotigten Oli- 
gonukleotid-Primer in dieser Losung enthallen. Nach Zug- 
abe dieser Losung kann also direkt im selben Reaktionsge- 
faB eine Ampliflkation erfolgen. Damit ist jeder Kontakt mit 
der "AuBenwelt" wahrend der gesamten Verfahrensablaufe 
unmoglich; es kann keine noch so kleine Probenmenge ver- 
loren gehen. 

4,3 Genomweite generische Ampliflkationen Bisulphit-be- 
handelter DNA 

Die Detektion Tausender bis Millionen von Methylcyto- 
sin-Positioncn crfordcrt in jedem Fallc cine Ampliflkation 
eines groBen Prozentsatzes aller moglichen Sequenzen eines 
Proben-Genoms, Dieser Teil des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens soil, wie schon im Absatz "Vorbehandlung" in zwei 
prinzipiell unterschiedliche Varianten unterteilt werden. 

Die crstc Variante dieses Vcrfahrcnsschrittcs beruht auf 
der Ligation von Adaptoren an die fragmentierte DNA vor 
der Bisulphit-Behandlung. In der einfachsten Form wird 
hierfur ein Oligonukleotid verwendet, welches gegen die 
Adaptor-Sequenzen komplementar ist, so wie sie nach einer 
Bisulphit-Behandlung vorliegen. Dabei kann dieses Oligo- 
nukleotid mit jedem beliebigen Bereich der Adaptor-Se- 
quenz hybridisieren. In jedem Falle fur eine Polymerase-Re- 
aktion mit dicscn Komponcntcn thcoretisch zu einer Ampli- 
fikati on aller Fragmente mit Adaptoren an beiden Enden. 
Theoretisch konnten dies alle Fragmente sein, die eine vor- 
herigc Spaltung mit einer Restriktionscndonuklcase crgibt. 
Fur einige Verfahrensvarianten ist es aber, auf Grund der li- 
mitierten Zahl der einzelnen Fragmente, die eine solche 
Ampliflkation produziert notwendig, nach einer kleinen An- 
zahl von Amplifikationszyklen dieReaktion in verschiedene 
Tcilreaktionen zu unterteilen. Diese Teilreaktionen konnen 
nun mit Oligonukleotiden durchgefuhrt werden, welche 
iiber die eigentliche Adaptorsequenz hinaus einige, namlich 
zwischen einer und vier Basen in die unbekannte Sequenz 
der verschiedenen Fragmente hineinreichen. Die Oligonu- 
kleotide der verschiedenen Reaktionen werden so gewahlt, 
daB jedes eines solchen Teil aller moglichen unbekannten 
Sequenzen abdeckt, daB die Gesamtheit aller dieser Oligo- 
nuklcotidc in den verschiedenen Reaktionen alle moglichen 
Sequenzen abdeckt, welche theoretisch hinter den bekann- 
ten Adaptorsequenzen vorliegen konnen. Zum Beispiel kon- 
nen vier Reaktionen angesetzt werden, wobci das Oligonu- 
kleotid der ersten Reaktion am 3 '-Terminus hinter der be- 
kannten Adaptor-komplementaren Sequenz die Base Ade- 
nin enthalt, die zweite ein Cytosin, die dritte Guanin und die 
vierte Thymidin. Dieses Prinzip kann natiirlich auch mit 
mchr als vier verschiedenen Reaktionen durchgefuhrt wer- 
den, wobei dann die Sequenz am 3 '-Terminus der Oligonu- 
kleotide mehr als eine Base betragt. Dabei konnen Positio- 
nen am 3 -Terminus der Oligonuklcotide auch sogenannte 
degenerierte Posidonen aufweisen. Dies bedeutet, daB an ei- 
ner Position mehr als eine Base mit ahnlicher Effizienz an 
das Oligonukleotid gekoppek wird oder zwei oder mehr Oli- 
gonukleotide mit nicht-degenerierter Sequenz gemischt 
werden. Damit lasscn sich alle moglichen Sequenzen in Ge- 
samtzahlen von Reaktionen abdecken, welche nicht Poten- 
zen der Zahl vier sind. 

Auf diese Art kann in jeder Reaktion eine Subpopulation 
aller Fragmente amplifiziert werden, was eine hohere Ver- 
laBlichkeit und hohere AmplifikaUon der einzelnen Frag- 
mente ermoglicht. Im Prinzip ist auch eine Schrittweise 
Aufteilung der Reaktionen moglich, so daB eine erste Zahl 
von Amplifikationszyklen mit nur einem, alle Sequenzen 
abdeckenden Oligonukleotid durchgefiihrt wird, die Reak- 
tion daraufhin auf zum Beispiel auf vier Reaktionen mit pro 
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Reaktion einer spezifischen 3 -Base aufgeteilt wird und sich 
einige weitere Amplifikationszyklen gefolgt von einer oder 
mehr Aufteilungen anschlieBen. Ein wesentlicher Punkt 
hierbei ist die genaue Bemessung der Menge der zugegebe- 
nen Oligonukleotide. Idealerweise wird zu jeder Reihe von 
Amplifikationszyklen eine solche Menge der Oligonukleo- 
tide hinzugegeben, daB diese vollig oder fast vollig wahrend 
der Reaktion aufgebraucht werden. Dann kann die Reakti- 
onsmischung jedes Zyklus direkt und automatisch in weitere 
Schritte ubcrtragcn wcrdcn. 

Die prinzipiell alternative Variante bedarf keiner vorheri- 
gen Ligation von Adaptoren an vorgeschnittene DNA. Im 
Stand der Tcchnik sind einige Vcrfahrcn beschrieben, wel- 
che genomweite Amplifikationen von DNA mit mehr oder 
weniger Erfolg erreichen. Aile diese Verfahren miissen fiir 
das erfindungsgemaBe Verfahren modifiziert werden. Wir 
haben die Verwendung von drei verschiedenen Verfahren er- 
probt. Zunachst, und als bevorzugte Variante verwenden wir 
eine Modification der beschriebenen "DOPE'-Technik. Im 
Gegensatz zu in der Literatur erwahnten Verfahren verwen- 
den wir zwei oder mehr unterschicdlichc Oligonukleotide in 
jeder Amplifikation, welche sich in zwei Klassen einteilen 
lassen. Diese Klassen sind dadurch charakterisierl, daB in 
der einen die Base Guanin, in der anderen die Base Cytosin 
nicht, kaum oder nur im 5-Bereich vertreten sind. Wenn 
diese Bascn uberhaupt in der Scqucnz dicser Oligonukleo- 
tide vorhanden sind, so dann normalerweise im Kontext der 
Sequenz 5-CpG-3'. Dies hat den Zweck, daB diese Klassen 
von Oligonuklcotidcn je nur entweder auf den beiden nach 
der Bisulphit-Behandlung vorliegenden (G-reichen) Stran- 
gen, beziehungsweise den mittels Polymerase-Reaktion von 
diesen Strangen kopierten (C-reichen) Gegenstrangen hy- 
bridisiert. Durch Kombination von Vertretern dieser beiden 
Sequenzklasscn kann daher eine Amplifikation von Bisul- 
phit-behandelter DNA erreicht werden. Cytosine auBerhalb 
der Sequenz 5'-CpG-3' sollten in der Templat-DNA in den 
allcrmcistcn Fallen zu Uracil umgcwandclt worden scin, so 
daB fur ein effizientes Amplifizieren keine Guanine in dem 
Oligonukleotid benotigt werden, welches an den Bisulphit- 
behandelten Strang hybridisiert. Auf dem Gegenstrang gilt 
das analoge fur Guanin. Liegen in diesen Klassen von Oli- 
gonuklcotidcn Guanin beziehungsweise Cytosin im Kontext 
5'-CpG-3' vor, so fiihrt dies dazu, daB diese Oligonukleotide 
auch an potentiell methylierten Positionen hybridisieren 
konnen. Dies ist fur das vorgeschlagene Verfahren eigent- 
lich nicht von Nutzen. Es kann aber sein, daB die Nachteile 
so gering sind, daB wesentliche Verfahrensbestandteile auch 
auf diese Art durchfiihrbar sind. Der Schutzbereich sollte 
daher auch solche Oligonukleotide einschlieBen. Genauso 
ist cs denkbar, obwohl im Prinzip ehcr schadlich fiir die effi- 
ziente Durchfuhrung des Verfahrens, daB einzelne Guanine 
in Positionen auBerhalb des Kontext 5'-CpG-3' vorhanden 
sind. Normalerweise fuhrt dies bci der fiir die Amplifikation 
notwendigen Hybridisierung des Oligonukleotids mit der 
Ziel-DNA zu nicht-bascngepaarlcn Positionen, was in den 
meisten Fallen die Kffizienz der Amplifikation verschlech- 
tert, also nicht wunschenswert ist. Trotzdem ist die Amplifi- 
kation mit Oligonukleoliden, welche eine oder wenige Gua- 
nin-Basen enthalten von diesem Strang rnoglich, wenn auch 
nicht ideal. Da eine solche Amplifikation immer noch das 
Wesen der Erfindung erfullen konnte, so soli auch die Ver- 
wendung solcher Oligonukleotide in den Schutzbereich fal- 
len, welche durch Verwendung einiger Guanine nicht strikt 
in diese Klasse fallen. Besonders die zweite von uns ver- 
wendete Technik macht Ausnahmen dieser Art notwendig. 
Bci dieser wcrdcn Oligonukleotide verwcndel, welche im 
Prinzip in deren 3'-Bereich in eine der beschriebenen Se- 
quenzklassen fallen. Im 5'-Bereich dieser Oligonukleotide 



wird allerdings eine sogenannte "Sequenz-tag" angebracht, 
welche in nachfolgenden Schritten zur weiteren Amplifika- 
tion verwendet wird. In dieser Variante werden in den ersten 
Zyklen der Amplifikation die prinzipiell in eine der Klassen 
5 fallenden 3'-Bcreiche der Oligonukleotide verwendet ein 
groBes Spektrum von Fragmenten zu amplifizieren. In nach- 
folgenden Schritten hat jedes bis dahin amplifizierte Frag- 
ment am 3'-Ende eine Sequenz, die den Sequenz- tags ent- 
spricht. Diese konnen nun, analog zur Amplifikation mittels 

10 zu Adaptoren komplcmcntarcn Oligonuklcotidcn als Hybri- 
disierungspartner fur ein Oligonukleotid verwendet werden, 
welches zur weiteren Amplifikation eingesetzt wird. Das 
Sequenz-tag dicser crstcn Oligonukleotide kann naturlich in 
zur im 3-Bereich zur ersten Klasse gehorenden Oligonu- 

15 kleotiden im 5'-Bereich Guanin, bei solchen der zweiten 
Klasse im S'-Bereich Cytosin enthalten. 

Oligonukleotide oder Oligonukleotide welche in deren 3- 
Bercichen zu einer der beiden Klassen gehoren konnen un- 
terschiedliche konstruiert sein. Unsere Variante des DOPE- 

20 Verfahrens benutzt eine Kombination von Oligonukleotide 
der beiden Sequenzklasscn, welche im 3-Bcrcich eine de- 
terminierte Basensequenz aufweisen. Diese kann innerhalb 
des erfindungsgemaBen Verfahrens zwischen zwei und 
zwanzig Basen lang sein. Vor dieser Sequenz liegt ein meist 

25 zwischen 5 und 20 Basen langer Abschnitt von "H"-Positio- 
nen in der crstcn Klasse und "D"-Positioncn in der zweiten. 
Das heiBt, daB an diese Positionen in der Synthese des Oli- 
gonukleotids im Falle der Klasse "H" eine der drei Basen A, 
C oder T beziehungsweise im Fallc der Klasse "D" eine der 

30 Basen A, G oder T eingebaut wurden (wobei die oben ge- 
nannten, nicht das Wesen der Erfindung betreffenden Aus- 
nahmen in das Schutzrecht eingeschlossen sein sollten). Vor 
diesem Abschnitt (5') kann (muB aber nicht) ein weiterer 
Abschnitt mit spezifischer Sequenz liegen. Werden diese 

35 Oligonukleotide unter den entsprechenden Bedingungen fur 
die Amplifikation von Bisulphit-behandelter DNA verwen- 
det, so laBt sich rcproduzicrbar cine ubcr die spezifischen 
Bereiche der Oligonukleotide definierbare Fraktion des ge- 
samten Genoms amplifizieren. Im Falle der Verwendung 

40 von Sequenz-tags kann der 5-Bereich der Oligonukleotide 
eine definierte Sequenz aufweisen, welche die Definition der 
beiden Sequenzklasscn durchbricht. Auch sollten Oligonu- 
kleotide zwecks Verwendung im Gesamtverfahren im 
Schutzbereich enthalten sein, welche die Bereiche "H" und 

45 "D" im 3'-Bereich enthalten oder in denen die Positionen 
von definierten Basen mit solchen der Klassen "H" oder *'D" 
in irgendeiner Form altemieren. 

Weiterhin sollen unter den Schutzbereich auch solche als 
Amplifikationsprimer benutzte Oligonukleotide fallen, die 

50 innerhalb des Gcsamtkonzcptcs des Verfahrens benutzt wer- 
den und die an ihrem 5 -Terminus sogenannte " hairpin "- 
Strukturen bilden, solche Molekule, die das zu dem in der 
obigen Bcschrcibung implizitcn Bascnpaarungsverhaltcn 
analoge Basenpaarungsverhalten aufweisen, wie z. B. PNA 

55 ("Protcin-Nucleic-Acid") basiertc Oligonukleotide, che- 
misch modifizierte Oligonukleotide und solche modifizierte 
und unmodifizierte Oligonukleotide, die mit anderen als den 
naturlichen Nukleotidcn synthctisicrt wurden. 

60 4.4 Detektion des Methylierungsstatus von CpG Dinukleou- 
den 

4.4.1 Detektion von methylierten CpG Dinukleotiden auf 
DNA-Chips 

65 

In seiner endgultigcn Form wird das erfindungsgemaBe 
Verfahren moglicherweise auf der Benutzung eines DNA- 
Chips beruhen. Die Benutzung eines DNA-Chips stellt da- 
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her eine bevorzugte Verfahrensvariante dar. Im Prinzip sind 
bis zur Amplifikation der Bisulphh-behandelten DNA alle 
beschriebenen Verfahrensvarianten moglich. Ein Chip zur 
Durchfuhrung des Verfahrens hat in der bevorzugten Va- 
riante die folgende Form. Auf cincr dafur vorgcschcnen 
Oberflache werden nach an sich bekannter Art und Weise 
mindestens eintausend, in der Regel aber mehr als hundert- 
tausend Oligonukleotide in situ synthetisiert oder mit einer 
Mikro- oder Nanopipette, einer Stempel-ahnlichen Appara- 
tur oder iibcr ein Mikro-fluidic- network aufgetragen. Jcdcs 
Oligonukleotid ist fiir eine CpG Position spezifisch, das 
heiBt, da8 es entweder nur dann mit der Ziel-DNA hybridi- 
sicrt, wenn die in dem Oligonukleotid cnthaltcnde CpG Po- 
sition methyliert ist oder nur dann, wenn diese Position eben 
unmethyliert ist. Fiir jede Position konnen daher mindestes 
(siehe unten) zwei Oligonukleotide aufgebracht werden. Die 
Zahl der verschiedenen Oligonukleotide ist nach oben hin 
unbegrenzt und kann sogar das Achtfache aller im Genom 
enthaltenden CpG Dinukleotide iiberschreiten. Fur jeden 
Punkt des DNA-Chips ist genau bekannt, welche Oligonu- 
klcotid-Sequcnz sich an dicscm befindet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren fuhrt eine wesentliche 
Veranderung in die normale Belegung eines solchen DNA- 
Chips ein. Auf einem DNA-Chip nach Stand der Technik 
befinden sich Oligonukleotide, welche mit genomischen 
oder cxprimicrtcn Scqucnzcn komplementar sind. Das heiBt, 
daB alle Oligonukleotide im Durchschnitt der Basenkompo- 
sition der genomischen DNA oder der der exprimierten Se- 
quenzen eines Organismus entsprcchen. Die allcrmeistcn 
Oligonukleotide auf einem solchen DNA-Chip enthalten da- 
her alle vier Basen, im Schnitt entspricht der Anteil der Ba- 
sen Guanin und Cytosin dem der genomischen und/oder ex- 
primierten Sequenzen. 

Anders im Rahmcn des erfindungsgemaBen Verfahrens. 
Im Prinzip konnen fiir jede von Oligonukleotiden abge- 
deckte Sequenz acht Klassen von Oligonukleotiden synthe- 
tisiert werden. Durch die Bisulphit-Bchandlung wird die 
DNA in der Art modifiziert, daB die urspriinglich komple- 
mentaren oberen und unteren Strange (Watson bzw. Crick 
Strange, auch kodierender und Templat-Strang genannt) nun 
nicht mehr komplementar sind. Das heiBt, daB Oligonukleo- 
tide fiir beide Strange synthetisiert werden konnen. Dies bic- 
tet sich an, da die beiden Strange sich so als interne Kontrol- 
len fureinander benutzen lassen. Die Hybridisierungsverhal- 
ten der beiden unterschiedlichen Strange mit den jeweils auf 
sie passenden Oligonukleotiden ist auf Grund der teilweise 
drastischen Sequenzunterschiede unterschiedlich. Dies fuhrt 
dazu, daB wenn auf beiden Strangen das selbe Ergebnis er- 
reicht wird, dieses als unabhangig bestatigt angesehen wer- 
den kann. Auch soil quantifizicrt werden, wic hoch an jeder 
zu testenden Position die Anteile von Methyl-Cytosin und 
Cytosin sind. Die Verwendung beider Strange erlaubt durch 
die Bcwcrtung untcrschicdlichcr Hybridisicrungscrcignissc 
fiir jede individuelle CpG-Position eine von den unter- 
schiedlichen Hybridisicrung-Parainctcrn der Oligonukleo- 
tide unabhangige Quantifizierung der Daten. Hintergrund- 
fehler werden so minimiert. 

Nach der Bisulphit-Behandlung sind nicht nur beide 
Strange unterschiedliche. Nach der Behandlung wird ja in 
jedem Fall eine Amplifikation durchgefuhrt, welche an je- 
dem der beiden Strange wiederum die Neu-Synthese eines 
komplementaren Gegenstranges beinhaltet. Genauso wenig, 
wie die urspriinglichen Strange nach einer Bisulphit-Be- 
handlung miteinander komplementar sind, so sind auch die 
beiden Gegenstrange nicht miteinander komplementar. 
Auch ein wahrend einer Amplifikation ncu synthclisicrtcr 
Gegenstrang ist nicht mit dem urspriinglichen anderen (dem 
an dem der Gegenstrang nicht synthetisiert wurde) Strang 



komplementar. Es entstehen also vier verschiedene Hybridi- 
sierungsziele fur jede urspriingliche CpG Position. Alle 
diese vier Strange enthalten (wir gehen hier von symmetri- 
scher, das heiBt Methylierung an beiden Strangen einer CpG 
5 Position aus) die gleiche Information, hybridisiercn abcr mit 
Oligonukleotiden unterschiedlicher Sequenz. Also wird auf 
diese Weise jede iiber eine beliebige CpG Position erhaltene 
Information vierfach unabhangig belegt. Trotzdem ist die 
Signalstarke fiir die vier verschiedenen Oligonukleotide 

10 nicht dirckt (auBcr durch Erfahrungswcrtc, welche bcim Gc- 
brauch des Systems geschaffen werden) mit dem Grad der 
Methylierung einer Position korrelierbar. Es ist namlich so, 
daB unterschiedliche Fragmcnte in einer enzymatischen 
Amplifikation auch unterschiedlich effizient amplifiziert 

15 werden, die Starke eines Signals also nicht unbedingt mit 
dem Grad der Methylierung, sondern auch mit der Effizienz 
der Amplifikation des die CpG Position enthaltenden Frag- 
ments korreliert. Es musscn daher in jedem Fall fiir alle vier 
Strange beide moglichen Oligonukleotide analysiert wer- 

20 den, zum einen jenes, welches nur dann hybridisiert, wenn 
die zu untersuchende CpG Position methyliert ist (also CpG 
enthalt), zum anderen jenes, welches nur im Falle einer un- 
methylierten CpG Position hybridisiert (also kein CpG ent- 
halt). Die beiden moglichen Varianten eines DNA-Stranges, 

25 namlich die methylierte und unmethylierte Variante werden 
mit weitgehend identischer Effizicnz amplifiziert, lassen 
also einen Vergleich zu. Da nun fiir alle vier Strange diese 
Komplementare Information zur Verfiigung steht, so lassen 
sich auch alle vier Strange dazu verwenden das Gesamter- 

30 gebnis abzusichern. Im Rahmen des erfindungsgemaBen 
Verfahrens sind die hauptsachlichen Kriterien, welche die 
Oligonukleotide gegeniiber anderen Verfahren abgrenzen, 
daB sie eben nur jeweils drei der vier Basen enthalten. Die 
Oligonukleotide, welche zu den urspriinglichen DNA-Stran- 

35 gen komplementar sind enthalten nur die Base C, nicht aber 
die Base G. Nur in der Halfte aller dieser Oligonukleotide 
befindet sich genau ein Guanin, namlich im Kontcxt CpG 
genau an der Stelle, welche auf ihren Methylierungszustand 
getestet werden soil. Die Zweite Klasse der Oligonukleo- 

40 tide, jene, welche zum in der Amplifikation generierten Ge- 
genstrang der urspriinglichen DNA komplementar ist, ent- 
halt im Gcgcnsatz hicrzu die Base Cytosin nur an solchen 
Stellen, fur die der Methylierungszustand getestet. werden 
soli. Diejenigen Oligonukleotide, welche nur dann mit der 

45 Ziel-DNA hybridisiercn, wenn die von ihnen getestete Posi- 
tion unmethyliert vorliegt enthalten (je nach Strang) entwe- 
der gar kein Cytosin oder gar kein Guanin. Innerhalb des 
vorgeschlagenen Verfahrens sind die beschriebenen acht 
Klassen von Oligonukleotiden naturlich auch noch in ande- 

50 rer Hinsicht variabel. Auch konnen mchrerc Vcrtrcter einer 
Klasse gleichzeitig fur die Untersuchung jeder individuellen 
methylierbaren Position eingesetzt werden. Es ist zum Bei- 
spiel nicht in alien Fallen offcnsichtlich, wic viclc Basen auf 
jeder Seite der potentiellen Methyl-Position auf jeder Seite 

55 in das Oligonukleotid eingeschlossen werden. Die methy- 
lierbare Position muB nicht genau in der Mitte des Oligonu- 
kleotids liegen. Daher sind fiir jede zu testende Position 
viele Permutationen moglich. 
In den Extremfallen liegt die zu testende Position an ei- 

60 nem der Extreme des Oligonukleotids oder (allerdings 
schon Bestandteil einer weiteren Verfahrensvariante) sogar 
eine Position hinter dem 3'-Terminus, so daB die Prasenz 
von Cytosin oder Guanin (mithin von Methylierung der ur- 
spriinglichen Probe) nicht durch einfache Hybridisierung, 

65 sondem durch den Nachweis einer Primer-Extension nach- 
gewicsen wird. In dieser Verfahrensvariante werden modifi- 
zierte Nukleotid-THphosphate (in der Art, daB zwar der Ein- 
bau eines solchen Nukleotids an das 3'-Ende eines Primers 
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moglich ist, aber keine weitere Verlangerung uber dieses 
Oligonukleotid hinaus. In der Regel werden hier 2',3'-Dide- 
oxy-Analoge der vier Nukleotid-Triphosphate verwendet), 
mit einer fur jedes der vier Nukleotide unterschiedlichen 
Markierung zu der Zicl DNA gegeben, wclche dann auf dem 5 
Chip mit den Oligonukleotiden hybridisiert wird. Anstatt 
nun die Hybridisierung direkt nachzuweisen, wird eine Po- 
lymerase hinzugegeben und an jeder Position genau ein Nu- 
kleotid an das 3 -Ende der Oligonukleotide synthetisiert. 
Das zu dem am 3'-Endc des Oligonukleotids cingebauten 10 
Nukleotid komplementare Nukleotid entspricht genau dem, 
welches auf der mit dem Oligonukleotid hybridisierten Ziel- 
DNA cine Position 5* vor dem Oligonukleotid liegt. In unsc- 
rem Verfahren ist diese Position eine in der urspriinglichen 
DNA methylietar. Wenn nun also (je nach Strang) die Posi- 15 
tion in der DNA-Probe methyliert war, so befindet sich an 
dieser Position ein C, an das Oligonukleotid wird also ein G 
"angebaut". Sind die dGTPs (oder Analoge dieses Nukleo- 
tids) nun eindeutig markiert und, (was ja Voraussetzung ist) 
die Oligonukleotidsequenzen an alien Positionen bekannt, 20 
so kann in diesem Falle der Nachweis des Einbaus von Gua- 
nin dazu dienen, die Prasenz eine Methylgruppe in der ur- 
sprunglichen Probe nachzuweisen. Wird an das gleiche Oli- 
gonukleotid ein Adenin angehangt, so ist der Nachweis von 
Thymidin gelungen, mithin der Nachweis, daB die unter- 25 
suchte Position unmcthylicrt vorlag. Der gleiche Nachweis, 
nur mit den markierten ddNTPs Cytosin und Thymidin kann 
auf den in der Amplifikation hergestellten Gegenstrangen 
erfolgen, In dieser Verfahrensvariante cnthaltcn die Oligo- 
nukleotide der beiden Sequenzklassen je entweder kein Cy- 30 
tosin oder kein Guanin. Trotzdem kann in Ausnahmefallen 
von dieser Regel abgesehen werden (zum Beispiel, wenn 
eine Position als immer methyliert oder immer unmethyliert 
bekannt ist oder der Methylierungszustand der Position auf 
das Hybridisierungsverhalten des Oligonukleotids keinen 35 
EinfluB hat. Weiterhin kann auch eine oder wenige "Mis- 
match-Position" innerhalb der Oligonukleotide moglicher- 
weise trotz deren im Prinzip schadlicher Wirkung wesentli- 
che Anspriiche des Verfahrens erfiillen. Solche nicht strikt in 
die Sequenzklassen fallenden Oligonukleotide, welche we- 40 
sentliche Verfahrensbestandteile erfiillen sollten daher in 
den Patcntschutz cingcschlosscn scin. AuBcrdcm kann die 
Befestigung der Oligonukleotide auf der Oberflache des 
DNA-Chips uber Sequenz-tags an den Oligonukleotiden er- 
folgen, wclche gcgen cine gcncrischc Sequenz von auf der 45 
Oberflache befestigten Oligonukleotiden komplementar 
sind. Solche Oligonukleotide fallen nur in den fur die Hybri- 
disierung mit der DNA-Probe zur Verfugung stehenden Be- 
reichen in die definierten Sequenzklassen). Weiter sollen un- 
ter den Schutzbereich auch solche als Hybridisierungspart- 50 
ner auf der Oberflache von DNA-Chips benutzte Oligonu- 
kleotide fallen, die das zu dem in der obigen Beschreibung 
implizitcn Bascnpaarungsvcrhalten analoge Bascnpaa- 
rungsverhalten aufweisen, wie z. B. PNA ("Protein-Nu- 
clcic-Acid") basicrle Oligonukleotide, chemisch modifi- 55 
zierte Oligonukleotide und solche modifizierten und unmo- 
difizierten Oligonukleotide, die mit anderen als den natiirli- 
chen Nuklcolidcn synthetisiert wurden. 

Dies gilt natiirlich fiir alle Verfahrensvarianten, welche 
auf Hybridisierung von Oligonukleotiden direkt mit der zu 60 
testenden Position oder auf Primer-Extension durch nur eine 
Base beruhen: In der Regel wird nur eine Position getestet, 
und diese Position macht auch den gesamten Cytosin- bzw 
Guanin-Gehalt eines Oligonukleotids aus. Trotzdem konnen 
Ausnahmen von dieser Regel in Einzelfallen belanglos sein 65 
und sollen daher in den beantragten Schutz mil aufgenom- 
men werden. 

Die Detektion der verschieden markierten Nukleotid- 



Analoge in einer Primer-Extensions-Reaktion auf einem 
(wie auch immer geartelen) DNA-Chip laBt sich auf ver- 
schiedenste Art bewerkstelligen. Eine bevorzugte Variante 
ist die Detektion auf an sich bekannte Art mit einer CCD- 
Camera, welche Huoreszcnzsignale registriert, welche auf 
dem Chip die erfolgte Bindung eines (natiirlich fluoreszenz- 
markierten) Nukleotids anzeigen. Dabei ist in der oben be- 
schriebenen Verfahrensvariante jedes der Nukleotid-Ana- 
loge mit einer unterschiedlichen Farbe markiert, so daB an 
jeder Position nachgewicsen werden kann, welches Nukleo- 
tid eingebaut wurde. 

Es ist aber auch eine wichtige Variante, jedes der vier Nu- 
kleotid- Analoge mit cincr chcmischcn Molckul zu markic- 
ren, welches daraufhin durch BeschuB mit dem Laser eines 
MALDI-TOF von Nukleotid photochemisch (oder durch die 
generierte Hitze oder einen analogen ProzeB) abgetrennt 
werden und danach direkt ionisiert auf ihr Molekularge- 
wicht hin analysicrt werden. Der Laser des MALDI-TOF 
Gerates kann hierbei jede Position des Chips genau ansteu- 
ern, also auch fiir jede Position auf dem Chip getrennt ermit- 
tein, welche Massemodifikation sich an der entsprechenden 
Stelle befand. Oft (da ja methylierte und unmethylierte Ziel- 
DNA in dieser Variante mil den gleichen Oligonukleotiden 
hybridisieren und der Methylierungszustand durch die Mar- 
kierung des eingebauten Nukleotids ermittelt wird), werden 
an jeder Position zwei Markicrungcn dctckticrt (gilt natiir- 
lich auch fiir Fluoreszenz-Markierungen) und die beiden Si- 
gnale miissen quantifiziert und miteinander verglichen wer- 
den, urn den Mcthylierungsgrad zu crmittcln. 

In der zur Zeit bevorzugten Verfahrensvariante wird aller- 
dings die Detektion mittels Fluoreszenz benutzt. Weiterhin 
werden Hybridisierungen direkt detektiert und keine Pri- 
mer-Extensions-Reaktion durchgefuhrt. 

4.4.2 Nachweise des Methylierungsstatus von Cytosin durch 
massenspektrometrische Langenmessung von "Primer-Ex- 
tension" Produkten 

Wir haben eine Verfahrensvariante entwickelt, welches 
die Detektion von extremen Zahlen von Cytosinen und/oder 
Guaninen in Bisulphit-behandelter DNA mittels massen- 
spcktromctrischcr Langenmessung in MALDI basicrten 
Massenspektrometern erlaubt. Die Grundlage dieser Tech- 
nologie, welche fiir unser Verfahren modifiziert, ist im Ab- 
schnitt 2.6.1 beschrieben. 

Wir benutzten im vorgeschlagenen Verfahren solche Oli- 
gonukleotide die durch ihre Zugehorigkeit zu einer der bei- 
den schon oben definierten Sequenzklassen mit groBter 
Wahrscheinlichkeit nur auf einem der beiden Strange Bisul- 
phit-behandelter DNA hybridisieren. Oligonukleotide, wel- 
che in dieser Verfahrensvariante verwendet werden konnen 
die Detektion von Cytosin und/oder Guanin aus Amplifika- 
tionsgemischen allcr oben beschricbcncn Mcthodcn der 
Amplifikation erreichen. Das heiBt, daB im Prinzip sowohl 
solche Oligonukleotide verwendet werden konnen, die mit 
vor der Bisulphit-Behandlung an die Fragmente der Probe 
ligierten Adaptoren komplementar sind, als auch solche, 
welche an nicht definierten Positionen auf den auf die ande- 
ren Arten amplifizierten Fragmenten hybridisieren. 

Die bevorzugten Verfahrensvarianten beinhalten die Ver- 
wendung von DNA-Proben an deren Restriktionsfragmente 
Adaptoren ligiert wurden (und dann nach der Bisulphit-Be- 
handlung amplifiziert werden) oder solche, die mit Oligonu- 
kleotiden amplifiziert wurden, welche in deren 5'-Bereich 
konstante Sequenz-tags enthalten. Die Adaptoren werden zu 
diesem Zwcck so synthetisiert, daB nach einer Bisulphit-Be- 
handlung die beiden Strange, das heiBt der originate, Bisul- 
phit-modifizierte und der wahrend der Amplifikation neu- 



DE 197 54 

19 

synthetisierte Strang in Bezug auf Cytosin beziehungsweise 
Guanin Gehalt derart unterschiedlich sind, daB Oligonu- 
kleotide fur eine Primer-Extensions-Reaktion hergestellt 
werden konnen, die einen der beiden Strange spezifisch er- 
kennen. Das hciBt, daB auch in dicscm Fall zwci Sequcnz- 
Klassen von Oligonukleotiden unterschieden werden kon- 
nen. Die verwendeten Oligonukleolide haben die Eigen- 
schaft, daB deren 3'-Bereich iiber die bekannte Adaptor- Se- 
quenz und iiber die von der Restriktionsendonuklease er- 
kanntc und dahcr bekannte Scqucnz hinaus in den unbe- 
kannten Bereich der Proben-DNA hineinreichen. In dem 
Fall, das schon die generische Amplification wie oben be- 
schricben mit schrittweisc langcrcn Oligonukleotiden in sc- 
riell unterteilten, separaten Reaktionen durchgefuhrt wur- 
den, so reichen die hier definierten Oligonukleotide auch 
iiber diesen bekannten Bereich hinaus. Dabei konnen die 
Oligonukleotide zwischen zwei und 20 Basen in den unbe- 
kannten Bereich hineinreichen. Die Mischung der Frag- 
mente aus der ersten oder den ersten, generischen Amplifi- 
kationen wird nun unterteilt und mit je (Sub-)Reaktion un- 
terschiedlichen Oligonukleotiden gemischt. In jeder Subre- 
aktion ist dabei bekannt, welche Oligonukleotidsequenz 
hinzugegeben wird, die Subreaktionen unterscheiden sich 
nur durch die Sequenz der hinzugegebenen Oligonukleo- 
tide. Es ist dabei nicht wesentlich, ob die Sequenz der Oligo- 
nukleotide genau definiert ist, oder einzelnc Positioncn mit 
den oben definierten, degenerierten Nukleotid-Positionen 
"H" oder "D" besetzt sind. Die Verwendung von degenerier- 
ten Positioncn erlaubt eine Verwendung von langcrcn Berci- 
chen, die in den unbekannten Bereich hineinreichen und da- 
mit eventuell eine genauere Regulation und Abstufung der 
Zahl und Art der in einer solchen Reaktion generierten Ex- 
tensions-Fragmente. 

Mit alien unterschiedlichcn Subreaktionen wird eine Po- 
lymerase-Reaktion mit den folgenden Komponenten durch- 
gefuhrt. Diejenigen Reaktionen, welche solche Oligonu- 
kleotide enthalten, welche mit cincm Cytosin-armen Strang 
(entsprechend den Originalstxangen der Bisulphit-behandel- 
ten DNA) hybridisieren enthalten die Nukleotide dATP, 
dCTP, dTTP und einen dem Basenpaarungsverhalten nach 
dem Nukleotid dGTP analogen Terminator wie zum Bei- 
spicl ddGTP oder ein funktioncll aquivalcntcs Nukleotid. 
Die Reaktionen mit Oligonukleotiden der anderen Sequenz- 
klasse enthalten ein Gemisch bestehen aus dATP, dGTP, 
dTTP und einen dem Basenpaarungsverhalten nach dem 
Nukleotid dGTP analogen Terminator wie zum Beispiel 
ddCTP oder ein funktionell aquivalentes Nukleotid. Eine 
Polymerase-Reaktion wird nun von den Oligonukleotiden 
ausgehend auf dem einen (Cytsosin-arrnen) Strang nur bis 
zum ersten Cytosin beziehungsweise auf dem anderen 
Strang bis zum ersten Guanin einen neuen DNA-Strang syn- 
thetisieren. 

Es ist fur cine masscnspcktromctrische Analyse auch 
sinnvoll, anstatt der natiirlich vorkommenden Nukleotide 
solche, zu benutzen, welche in bekannter Art und Wcisc der 
Art chemisch modifiziert sind, daB die nachfolgende mas- 
senspektrometrische Analyse der Extensions-Produkte er- 
lcichlcrt wird. In unscrcr Variante werden hierzu Phosphot- 
hioat-Analoge der natiirlichen Nukleotide benutzt, Diese 
konnen in einem nachfolgenden Schritt alkyliert werden, 
was die Riickrad-Ladungen der DNA eliminiert und die 
Analysequalitat und Sensitivitat erhoht. Aber auch andere 
Modifikationen sollen in den Schutzbereich fallen welche 
dieses Ziel verfolgen. Weiterhin kann die Modifizierung der 
Ladung der verwendeten Oligonukleotide auch deren Hybri- 
disierungseigcnschaflcn vcrbessern oder verandem. 

Ziel dieser Verfahrensvariante ist die Herstellung in den 
einzelnen Reaktionen von Fragment-Populationen, welche 
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so, und nur so komplex sind, daB diese separat auf einer Gel- 
elektrophorese oder eben durch massenspektrometrische 
Analyse der Lange nach aufgetrennt werden konnen. Damit 
ist es notig, die Zahl der synthetisierten Fragmente iiber die 
5 Lange des in den unbekannten Sequcnz-Bereich hineinra- 
genden Teil der Oligonukleotide und den Grad der Degene- 
rierlheit so einzustellen, daB diese pro Reaktion zwischen ei- 
nem und moglicherweise bis zu einigen Tausend verschie- 
denen Fragmenten liegt. 
10 Die einzelnen Reaktionen werden nun in der bevorzugten 
Variante separat auf definierte Koordinaten der Ionenquelle 
eines Massenspektrometers aufgetragen. Die massenspek- 
trometrische Analyse ermittclt dann fur die individucllcn 
Koordinaten die Fragmentspektren, Bei bis zu einigen Tau- 
15 send Koordinaten auf der Ionenquelle eines Massenspektro- 
meters und einigen Hundert Fragmenten pro Spektrum, von 
denen jedes eine Cytosin oder Guanin Position als Indikator 
der Methylierung beurteilt, konnen also bis zu einigen Hun- 
derttausend einzelne CpG Dinukleotide beurteilt werden. 
20 Analog kann auch die Detektion von Fragmentspektren 
erfolgen, die von einer Fragmentpopulation generiert wur- 
den, welche ohne die Ligation von Adaptoren mittels der 
oben beschriebenen Oligonukleotid-Primer amplifiziert 
wurde. Bei dieser Variante wird auf die zu den Adaptoren 
25 komplementare Sequenz verzichtet und statt dessen ein 
mchrcrc degencricrte Positioncn cnthaltcndcr 5'-Bcrcich 
verwendet. 

In dem Fall, daB die Bisulphit-behandelte DNA mit sol- 
chen Oligonukleotiden voramplifiziert wurde, die in ihrcm 
30 3-Bereich die oben beschriebenen (5'-)Sequenz-tags enthal- 
ten, konnen diese auch analog zur den Adaptorsequenzen als 
konstanter Bereich fur eine Hybridisierung mit Oligonu- 
kleotiden benutzt werden, wie sie in diesem Abschnitt oben 
beschrieben wurden. 

35 

4.4.4 Detektion des Methylierungsstatus von Cytosin durch 
massenspektrometrischen Nachweis chemisch modifizicrter 
Oligonukleotide 

40 Eine weitere Verfahrensvariante macht. sich ein an sich 
bekanntes Verfahren zunutze, welches die massenspektro- 
metrische Identification von bestimmten Scqucnzcn indirckt 
iiber den Nachweis von an ein Oligonukleotid angebrachten 
chemischen Modifikationen ermoglicht, 
45 In den oben beschriebenen massenspektrometrischen De- 
tektionsvarianten werden viele verschiedene Primer-Exten- 
sions-Reaktionen mit jeweils einer oder wenigen Oligonu- 
kleotid-Sequenzen durchgefuhrt. Im Prinzip wird dann die 
extreme Anzahl verschiedener analysierbarer Fragmente 
50 nur durch das Aufteilen in viele verschiedene Reaktionen 
(und Koordinaten auf einer MALDI Ionenquelle) erreicht. 

Wird jede verschiedene Primer-Sequenz mit einer chemi- 
schen Modification verschen, so kann - bei Verwendung ei- 
ner anderen Analysetechnik als nur MALDI allein - auf die- 
55 ses Auftrcnncn verzichtet werden. 

Praktisch bedeutet dies, daB alle verschiedenen verwen- 
deten Primer schon in der Synthese oder nachtraglich mit ei- 
ner solchen Chemic verschen werden, welche im Prinzip 
zwei Anforderungen erfuilt. Zum einen darf die Langenauf- 
60 trennung der generierten Fragmente nicht verhindert wer- 
den. Zum zwei ten muB die Art der Modifikationen erlauben 
diese im zweiten, sich an die Kapillarelektrophorese an- 
schlieBenden Analyse-Schritt zu unterscheiden. Damit ist 
die Art der Modifikationen von der Art der Analyse im 
65 zweiten Schritt abhangig. In der bevorzugten Verfahrensva- 
riante sind die 5-Enden der Primer mit kurzen Pcptidsc- 
quenzen versehen, welche in einem nachfolgenden Schritt 
mit vielen gebrauchlichen Analyse- Verfahren aufgetrennt 
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werden konnen. Einer der groBen Vorteile einer solche Va- 
riante ist, daB auch im ersten, unspezifischen Amplifikati- 
onsschritt eine wesentlich kleinere Gesamtmenge von DNA 
amplifiziert werden muB, da diese Menge ja nicht noch auf 
weitere Reaktionen aufgetcilt werden muB. Die zweite Di- 5 
mension der Trennung, welche in den oben beschriebenen 
Varianten durch das Auftrennen in einzetne Reaktionen er- 
reicht wird kann in der bevorzugten Verfahrensvariante die- 
ser Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens dadurch 
crrcicht werden, daB die Trennung der gcncricrtcn Frag- LO 
mente zunachst durch eine Kapillareiektrophorese ge- 
schieht. Dabei ist es unwesentlich fur ein korrektes Ergeb- 
nis, ob die chemischen Modifizicrungen an den Fragmcntcn 
das Laufverhalten der Fragmente beeinflussen oder nicht, 
wenn nur eine Trennung nach der Lange moglich bleibt. In 15 
jeder "Fraktion", welche das Ende der Kapillareiektropho- 
rese erreicht befinden sich viele Fragmente gleichen elektro- 
phoretischen Laufverhaltens, welche sich nur durch die che- 
mische Modifikation in deren jeweiligen 5'-Bereich (im Be- 
reich des Primers, welcher fur die Extensions-Reaktion ein- 20 
gesetzt wurde) unterscheiden. Diese, nach ihrem elcktro- 
phoretischen Laufverhalten aufgetrennten Fragment-Popu- 
lationen werden nun in einem zweiten SchriU auf die chemi- 
schen Modifikationen hin untersucht. Die bevorzugte Ver- 
fahrensvariante ist dabei die direkte Einspritzung des Aus- 25 
trittvolumcns der Kapillareiektrophorese in ein fast-Atom- 
Bombardment (FAB-MS), Electron-Spray (ESI-MS), Auf- 
tragen auf ein MALDI Massenspektrometer oder eine aqui- 
valente Analyseapparatur. 

Konkret wird eine solche Variante zum Beispiel wie folgt 30 
ausgefuhrt. DNA wird wie beschrieben aus Zellen analy- 
siert, mit einer Restriktionsendonuklease vorgeschnitten, 
mit Adaptoren versehen und durch eine temperierbare, fur 
kleinc Molekiile porose Kapillare gefuhrt, in welcher die 
Reaktionsschritte der Bisulphit-Reaktion durch Zu- und Ab- 35 
fuhr der Reagenzien durch Dialyse ausgefuhrt werden. Das 
Volumcn der Gcsamtrcaktion ist dabei schr gcring. Nach cr- 
folgter Bisulphit-Reaktion konnen der Kapillare durch 
Kreuzungen mit weiteren, zufuhrenden Kapillaren die fiir 
eine Amplification notwendigen Reagenzien zugefuhrt wer- 40 
den und die Amplifikation dann in der selben beheizbaren 
Kapillare durchgcfiihrt werden. Es ist abcr auch moglich die 
Amplifikation nicht direkt in der Kapillare, sondern in ei- 
nem an diese Kapillare angeschlossenen Behalter durchzu- 
fiihren. An die gencrische Amplifikation der genomischen 45 
Fragmente schlieBt sich ein zweiter, wie beschrieben linea- 
rer Verlangerungsschritt an, welcher mit einem Gemisch 
von chemisch modifizierten und dadurch ihrer Masse nach 
unterscheidbaren Oligonukleotiden durchgefuhrt wird, wel- 
che zu den Bisulphit-modifiziertcn Adaptoren komplcmen- 50 
tar sind. Es folgt eine Ivkngentrennung der Verlangerungs- 
produkte in einem weiteren Abschnitt der Kapillare und ge- 
gcbcncnfalls cine weitere Dialyse gegen einen nut einer 
massenspektrometrischen Analyse kompatiblen Puffer, wie 
zum Beispiel Ammonium-Sulphat. 55 

Jede einzelne Fraktion wird auf eine Koordinate der lo- 
nenquelle eines Massenspektrometers aufgetragen und dann 
jede Koordinate auf die Prasenz der chemischen Modifika- 
tionen untersucht, welche sich durch ihre Masse unterschei- 
den. Bei dieser Variante aus apparativen Griinden wird be- 60 
vorzugt ein MALDI-TOF benutzt, welches uber eine sehr 
groBe Ionenquelle verfugt, von welcher sehr viele verschie- 
dene Koordinaten in kurzer Abfolge analysiert werden kon- 
nen. 

Weitere Verfahrensvarianten ergeben sich aus der Tatsa- 65 
chc, daB das beschricbene Vcrfahren ganz allgcmcin allc 
MeBpunkte auf zwei Dimensionen generiert, eine Notwen- 
digkeit bei der Erstellung Zahlen von MeBpunkten wie hier 



beschrieben. Auf DNA Chips sind diese zwei Dimensionen 
raumlich angeordnet, ebenso bei der beschriebenen Variante 
der Analyse einzelner "Subreaktionen" auf der Ionenquelle 
eines MALDI-TOFs. Bei der kapillarelektrophoretischen 
Variante werden die zwei Dimensionen durch Hintereinan- 
derschalten zweier nach unterschiedlichen Kriterien sepa- 
rierenden Trennmethoden erreicht. Es gibt noch mehrere 
Varianten eines solchen Verfahrens, welche, da diese dem 
erfinderischen Gesamtkonzept entsprechen, mit unter den 
Patcnschutz fallen sollcn. Es ist fiir die Mcssung an schr vic- 
len Punkten im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens 
nicht unbedingt notwendig uber jeden MeBpunkt zu wissen, 
wclchcn Ursprungs dieser MeBpunkt ist. Fiir viele Anwen- 
dungen des Verfahrens ist es ausreichend, eine riesige 
Menge abstrakter Daten mit phanotypischen Eigenschaften 
von Zellen zu korrelieren. Daher ergibt sich ein wesentlich 
grofieres Spektrum an moglichen Analyse-Verfahren. In der 
Regel ist allerdings eine Kapillareiektrophorese in alien Va- 
rianten, in denen nicht direkt ein erfolgtes Hybridisierungs- 
ereignis nachgewiesen wird (in sich eine Analysedimen- 
sion) notwendig. 

4.5 Analyse der generierten Daten 

Die hauptsachlichen Anspruche beziehen sich auf das 
Verfahren im allgcmeincn, solche komplexen Methylic- 
rungs-Fingerabdriicke herzustellen und mittels eines Aus- 
wertealgorithmus mit phanotypischen Charakteristika der 
untersuchten Zellen zu korrelieren. Der Patcntschutz soli 
sich aber, da die Generierung und Verwendung der Daten in 
Kombination die eigentliche erfinderische Hone aufweist 
auf alle Verfahren beziehen, welche zur Beschaffung von 
Methylierungsdaten mit dem Ziel der erfindungsgemaBen 
Auswertung dieser Daten geeignet sind. 

Am Ende aller der oben beschriebenen Verfahrensschritt 
steht eine riesige Zahl von MeBpunkten. Drei verschiedene 
Artcn von Wcrtcn konnen dabei cntstchen. Rcinc plus-mi- 
nus Signale fiir Positionen, welche entweder auf alien analy- 
sierten Chromosomen methyliert oder unmethyliert vorlie- 
gen, sind wahrscheinlich nicht die zahlenmaBig groBte 
Gruppe der detektierbaren methylierbaren Positionen. Sehr 
viele Positionen werden solche Signale generieren, welche 
mit den oben beschriebenen Methoden quantifiziert werden 
miissen. 

Im Prinzip ist die Analyse reiner Plus-Minus Signale we- 
sentlich einfacher. Die Analysestrategie soli wie folgt ausse- 
hen. Aus vielen verschiedenen DNA-Proben bekannten Ur- 
sprungs (z. B. aus Antikorper-markierten und per Immuno- 
fluoreszenz-isolierten Zellen gleichen Phanotyps) werden in 
einer groBen Anzahl von Versuchcn Daten generiert und de- 
ren Reproduzierbarkeit iiberpriift. Solche Positionen, die 
nicht reproduzierbare Ergebnisse liefern werden von alien 
andcren logisch getrennt, da zunachst nicht bcurtcilt werden 
kann, ob solche Unterschiede an einzelnen Positionen biolo- 
gisch significant sind. Diese TesU*cihcn sollcn an Zellen ver- 
schiedenen r fyps durchgefuhrt werden. Das Ergebnis dieser 
Testreihen sollte eine groBe, heute noch unbekannte Zahl 
von CpG Dinukleotiden sein, welche beim Vergleich eines 
beliebigen Paares von Zelltypen einen reproduzierbaren Un- 
terschied in ihrem Methylierungsstatus ergeben. Nicht alle 
im direkten Vergleich zweier Zelltypen unterschiedlichen 
Positionen werden in alien solchen Vergleichen uber ihre 
Unterschiedlichkeit informativ sein. Analysiert man nun 
alle Positionen, welche in mindestens einem Zelltyp- Ver- 
gleich unterschiedlich sind, so kann fur jeden getesteten 
Zelltyp ein charaklcrislischcs Muster erstellt werden. Damit 
kann dann eine DNA-Probe unbekannten Ursprungs einem 
Zelltyp zugeordnet werden. Diese Muster sind nicht unbe- 
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dingt an alien getesteten Positionen konstant. Es kann zur 
Zeil nicht beurteilt werden (das erfindungsgemafie Verfah- 
ren schafft ja erst die Grundlage fur eine solche Beurtei- 
lung), wie stark das Methylierungsmuster eines Zelltyps aus 
ciner individuellcn Probe vom charakteristischen Mittel ab- 5 
weicht. Im Idealfall sind die generierten Muster pro Zelltyp 
und Individuum so konstant, daB ohne groBen Aufwand die 
Identifizierung eines solchen (jewebes erfolgen kann. Eine 
vorbestimmte Matrize mit definierten charakteristischen Si- 
gnalkoordinatcn kann dann dirckt zur Zuordnung dcr Probe 10 
zu einem Zelltyp dienen. Im kompliziertesten Fall ist nicht 
ein einziges definierbares Muster von Signalen fur einen 
Zelltyp charakteristisch sondcrn viclc solche Muster, die 
zwar im Grunde charakteristisch sind, aber nicht offensicht- 
lich als solche identifiziert werden konnen. Es ist, dies kann 15 
aus dem Stand der Technik bei der Methylierungsanalyse 
abgeleitet werden, namlich moglich, daB anscheinend sehr 
unterschicdliche Muster sehr ahnliche Funktionen beinhal- 
ten. Zur Zeit ist aber keine Aussage uber den Grad dieser 
Schwierigkeit moglich, da das erfindungsgemaBe Verfahren 20 
ja erst die Moglichkcit der Bcurtcilung ciner solche Situa- 
tion bereitstellt. Es kann also sein, daB mit konventionellen 
Methoden, sozusagen "per Auge", eine Probe keinein Ur- 
sprung zugeordnet werden kann. In diesem Fall beinhaltet 
das vorgeschlagene Verfahren die Moglichkeit ein soge- 25 
nanntes "neuronales Netzwerk" (NN) mit den in den Tcstrci- 
hen ermittelten Daten zu "trainieren". In der Praxis sieht das 
so aus, daB sehr viele Testreihen mit Zell-DNA-Proben ge- 
fahren werden und in die Eingabe-Ebene des NN einge- 
speist werden. Gleichzeitig mit den Methylierungsdaten der 30 
Probe wird dem NN die Information uber den Ursprung der 
Proben angeboten. Neuronale Netzwerke konnen nun nach 
einer genugenden Zahl von Versuchen gewissermaBen ler- 
nen, welche Muster zu welchen Zell-iypen gehoren. Auf 
diese Weise konnen so extrem komplexe und offensichtlich 35 
undurchsichtige Muster klassifiziert werden, die dem 
mcnschlichcn Vcrstand und konventionellen Algorithmcn 
vollig chaotisch erscheinen. 

Es ist, wie gesagt noch nicht abzusehen, wie komplex und 
anscheinend chaotisch die generierten Muster erscheinen 40 
werden. Jeder Fall zwischen den beschriebenen ist moglich, 
Dahcr soli jedcs Verfahren, welches sich die Zuordnung von 
komplexen Methylierungsmustern zu Zelltypen bekannten 
Ursprungs in Testreihen zunutze macht, um sich damit in die 
Lage zu versctzen Zelltypen unbckannten Ursprungs zu 45 
klassifizieren unter den beantragten Patenschutz fallen. 

Komplizierter wird die Analyse der Daten mit Sicherheit 
bei der Analyse von Zellen aberranten Ursprungs. Der 
Zweck des vorgeschlagenen Verfahrens ist es, die Klassifi- 
zicrung unbckanntcr, crkranktcr Zelltypen zu crlaubcn. Mit 50 
den Methylierungsdaten der untersuchten Proben miissen 
daher phanotypische Parameter der untersuchten Zellen 
wahrcnd der Testreihen dem NN und/odcr andcren Auswcr- 
tesystemen angeboten werden, wobei zunachst einmal nicht 
klar ist, welche dieser phanotypischen Daten iiberhaupt mit 55 
dem Methylierungsmuster korreliert werden miissen und im 
Rahmen einer solchen Korrelation sinnvolle Daten ergeben. 
In dicsen Fallen gelten vermehrt die Schwierigkeiten, die 
aus scheinbar chaotischen aber doch grundsatzlich klassifi- 
zierbaren Datenmengen entstehen. Es kann der Fall sein, 60 
daB im Falle von entarteten Zellen verschiedene epi-genoty- 
pische Zustande zu ahnlichen phanotypischen Merkmalen 
fuhren. Solche Siluationen werden besonders gut von NNs 
erkannt und konnen dann zur Definition von neuen, genauer 
differenzierten Phanotypen fuhren, was einer der Haupt- 65 
zwecke des vorgeschlagenen Verfahrens ist. Wiinschcns- 
wert ist daher die explizite Einbeziehung in den Patent- 
schutz der Verwendung der verschiedenen Arten von neuro- 



nalen Netzwerken bei der Analyse von Methylierungsdaten 
zwecks Korrelation der Methylierungsmuster mit phanoty- 
pischen Daten. Aber auch die einfacheren Situation konnen 
das Wesen der Erfindung erfullen und sollten vom Patent- 
schutz daher nicht ausgenommen sein. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Charakterisierung, Klassifizierung 
und Untcrschcidung von Gcwcben und Zelltypen, zur 
Vorhersage des Verhaltens von Geweben und Gruppen 
von Zellen und zur Identifizierung von in ihrer Expres- 
sion verandertcn Gcncn, dadurch gekennzeichnet, 
daB 

- in einer aus einer beliebigen Gewebeprobe ge- 
wonnenen unbehandelten, gescherten oder mittels 
einer Restriktions-Endonuklease gespaltenen ge- 
nomischen DNA auf an sich bekannte Art und 
Weise die Base Cytosin, aber nicht 5-Methylcyto- 
sin durch Behandlung mit einer Bisulphit-Losung 
in Uracil umgcwandclt wird 

- Fraktionen der so behandelten genomischen 
DNA durch Verwendung von entweder sehr kur- 
zen oder degenerierten Oligonukleotiden oder sol- 
chen Oligonukleotiden, welche zu - vor der Bisul- 
phit-Behandlung an die Enden der gespaltenen 
DNA ligierten - Adaptor-Oligonukleotiden kom- 
plementar sind, amplifiziert werden 

- insgesamt eine solche Menge der verbleiben- 
den Cytosine auf dem Guanin-reichen DNA- 
Strang und/oder Guanine auf dem Cytosin-rei- 
chen DNA-Strang aus den amplifizierten Fraktio- 
nen durch eine Hybridisierung oder Polymerase 
Reaktion nachgewiesen werden, daB die bei einer 
solchen Analyse generierten und automatisch an 
einen Verarbeitungsalgorithmus ubertragenen Da- 
ten Ruckschlussc auf den Phanotyp des analysier- 
ten Zellmaterials ermbglichen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB 

- die aus dieser Analyse gewonnenen Daten meh- 
rerer oder vielcr solcher Versuche an DNA-Pro- 
ben aus phanotypisch gleichen oder ahnlichen 
Zellen oder Geweben in einer Trainingsphase 
uber ein neuronales Netzwerk oder andere Aus- 
wertealgorithmen mit dem Phanotyp der Zellen, 
deren DNA untersucht wurde, korreliert werden, 

- die bei dieser Trainingsphase in den Auswerte- 
algorithmus aufgenommenen Daten uber den Zu- 
sammenhang zwischen Phanotyp und Methylie- 
rungsmuster dazu benuty.t werden, durch Generie- 
rung eines Methyiierungsmusters einer DNA- 
Probe unbckannten Ursprungs den Phanotyp dcr 
Zellen, deren DNA untersucht wurde abzuleiten 
oder 

- die bei dieser Trainingsphase in den Auswerte- 
algorithmus aufgenommenen Daten uber das Me- 
thylierungsmuster der DNA eines bekannten Zell- 
typs dazu benutzt werden, solche Cytosin-Positio- 
nen zu indentifizieren, welche in der untersuchten 
DNA von dem in der Trainingsphase ermittelten 
Methylierungszustand abweichen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die DNA vor der Behandlung mit Bisulphit mit 
solchen Restriktionsendonukleasen gespalten wird, 
welche Cytosin im Kontcxt 5'-CpG-3' in ihrer Erkcn- 
nungssequenz enthalten und die DNA nur an solchen 
dieser Erkennungssequenzen spalten, in denen Cytosin 



DE 197 54 482 A 1 

25 26 



im Kontext 5'-CpG-3' an der 5-Position unmethyliert 
vorliegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net,dafi 

- bevor die genomischc DNA auf an sich be- 5 
kannte Art und Weise mit einer Bisulphit-Losung 
modifiziert wird, diese genoinische DNA mit ei- 
ner Restriktionsendonuklease gespalten wird, 

- die entstehenden Enden durch eine Ligationsre- 
aktion mit bekanntcn, kurzcn und doppelstrangi- 10 
gen, auch Adaptoren genannten DNA-Sequenzen 
versehen werden, 

- Oligonukleotide, die gegen Bisulphit-bchan- 
delte Adaptoren komplementar sind, dazu ver- 
wendet werden, alle auf diese Art entstandenen 15 
DNA-Fragmente oder Sub-Populationen aus der 
Gesamtheit aller auf diese Art entstandenen Frag- 
mcnte nach einer Behandlung mit Bisulphit zu 
amplifizieren. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 20 
net, daB die Rcaktion einer genomischen DNA-Probc 
mit einer Bisulphit-Losung zwecks Umwandlung von 
Cytosinen zu Uraciten bei gleichzeitiger Erhaltung von 
Methylcytosin unter zyklischer Variation der Reakti- 
onstemperatur bei Temperaturen zwischen 0°C und 25 
100°C stattfindct. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die DNA-Probe vor der Behandlung mit Bisul- 
phit in cine temperierbare, nur fur kleine Molekule 
durchlassige porose Kapillare, in welcher die folgen- 30 
den Reaktionsschritte der Bisulphitbehandlung durch 
Zu- und Abfuhr der Reagenzien durch Dialyse ausge- 
fuhrt werden konnen. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gckcnnzcich- 
net, dafi die DNA-Probe vor der Behandlung mit Bisiu- 35 
phit in eine temperierbare, fur kleine Molekule un- 
durchlassige Kapillare uberfuhrt wird, in welcher die 
folgenden Reaktionsschritte der Bisulphitbehandlung 
durch Zu- und Abfuhr der Reagenzien durch Zuleitung 
von Reagenzien durch angeschlossene Kapillare aus- 40 
gefuhrt werden konnen. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die sich an die Bisulphitbehandlung anschlie- 
Benden Polymerase-Reaktionen in der selben Kapillare 
wie die Bisulphitbehandlung oder einer sich an diese 45 
Kapillare anschlieBenden Kapillare oder einem an 
diese Kapillare angeschlossenen Behalter durchgefuhrt 
werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nct, daB in einer Kapillare, in welcher Polymcrasc-Rc- 50 
aktionen mit einer mit Bisulphit behandelten DNA- 
Probe erfolgt, auch eine Langentrennung der entste- 
henden Fragmentpopulation durchfuhrt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
nct, daB eine bchandeltc DNA durch Fallung des Bisul- 55 
phit von diesem getrennt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB fur die Amplification der Bisulphit-behandei- 
ten genomischen Proben-DNA Oligonukleotide zweier 
Klassen kombiniert werden, wobei die Oligonukleotide 60 
der einen Klasse die Base Cytosin oder deren Analoge 
nicht, auschlieBlich im Kontext 5'-CpG-3', in nur sehr 
geringem MaBe oder nur in fur die Amplification un- 
wesentlichen Bereichen der Oligonukleotide enthalten 
und wobei die Oligonukleotide der anderen Klasse die 65 
Base Guanin oder deren Analoga nicht, auschlieBlich 
im Kontext 5-CpG-3\ in nur sehr geringem MaBe oder 
nur in fur die Amplifikation unwesentlichen, wie zum 



Beispiel 5-Bereichen der Oligonukleotide enthalten 
und wobei beide Klassen von Oligonukleotide entwe- 
der 

a) so kurz sind, daB in einer Amplifikation mit 
nur je einem Vertreter beider Klassen mchr als 
hundert verschiedene Fragmente amplifiziert wer- 
den oder 

b) diese Oligonukleotide so viele sogenannte de- 
generierte Positionen enthalten, daB in einer Am- 
plifikation mit nur jc einem Vertreter beider Klas- 
sen mehr als hundert verschiedene Fragmente am- 
plifiziert werden oder 

c) so viele Vertreter beider Klassen von Oligonu- 
kleotiden in einer Amplifikation verwendet wer- 
den, daB mehr als hundert verschiedene Frag- 
mente amplifiziert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 4 oder 11, dadurch ge- 
kennzcichnet, daB die behandelte und amplifizierte 
DNA in separaten Ansatzen zum Zwecke einer Poly- 
merase-Reaktion mit in jeder Reaktion unterschiedli- 
chen Oligonuklcotidcn gemischt wird, welchc 

- an deren 5-Termini zu den Adaptoren oder ge- 
nerell fur die Amplifikation der Bisulphit-behan- 
delten Oligonukleotide komplementar sind und 

- welche an deren 3-Termini in jeder Reaktion 
untcrschiedlich sind und 

- deren variable 3'-Termini hinter der bekannten 
Adaptor-Sequenz oder Oligonukleotid-Sequenz 
beginnen 

- und deren variable 3-Termini iiber die bekannte 
Adaptor-Sequenz zwischen zwei und zwolf Nu- 
kleotide in die unbekannte Templat-DNA Se- 
quenz hineinreichen. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB solche Reaktionen, in welchen eine Poly- 
merasereaktion mit Oligonukleotiden gestartet wird, 
welchc zu einer mit Bisulphit behandelten DNA kom- 
plementar sind, auBer den drei Nukleotiden dATP, 
dTTP und dCTP oder Analogen dieser drei Nukleotide 

- ein zur Base Cytosin komplementares Nukleo- 
tid-Analog enthalten, welches nach Einbau durch 
die Polymerase jede weitere Strang- Verlangerung 
blockiert oder 

- gar kein zur Base Cytosin komplementares Nu- 
kleotid oder Nukleotid- Analog enthalten. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB solche Reaktionen, in welchen eine Poly- 
merasereaktion mit Oligonukleotiden gestartet wird, 
welche zu einer mit Bisulphit-behandelten DNA kom- 
plcmcntarcn DNA komplementar sind auBer den drei 
Nukleotiden dATR dTTP und dGTP oder Analogen 
dieser drei Nukleotide 

- ein zur Base Guanin komplementares Nukleo- 
tid-Analog enthalten, welches nach Einbau durch 
die Polymerase jede weitere Strang- Verlangerung 
blockiert oder 

- gar kein zur Base Guanin komplementares Nu- 
kleotid oder Nukleotid- Analog enthalten. 

15. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Termination einer Polymerase-Reak- 
tion an den Stellen, an denen vormals Methylcytosin in 
der DNA-Probe enthalten war, durch solche Termina- 
toren vonstatten geht, welche selber in einer solchen 
Art und Weise modifiziert sind, daB sie die Detektion 
der spezifisch terminierten Polymerase-Reaktionspro- 
dukte ermoglichcn. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die verschiedenen, aus einer geeigneten Kom- 
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bination der Anspruche 3-15 resultierenden Fragment- 
gemische der einzelnen Reaktions-Ansalze auf indivi- 
duelle Punkte der Ionenquelle eines MALDI-TOF oder 
anderen Massenspektrometers aufgetragen werden und 
die Fragmcnt-Zusammcnsctzungen der einzelnen Re- 5 
aktionen durch Massebestimmung aller DNA-Frag- 
mente beslimmt werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die verschiedenen, aus einer geeigneten Kom- 
bination der Anspruche 3-15 resultierenden Fragment- 10 
gemische der einzelnen Reaktionsansatze auf individu- 
elle Bahnen einer Gelelektrophorese aufgetragen wer- 
den und die Fragment-Zusammensetzungen der einzel- 
nen Reaktionen durch Langenmessung aller DNA- 
Fragmente bestimmt werden. 15 

18. Verfahren nach Anspruch 4 oder 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die in Anspruch 12 definierten Oli- 
gonukleotide, mit denen Polymcrasereaktionen gestar- 
tet werden, mit solchen , je Oligonukleotid unterschied- 
licher Sequenz unterschiedlichen chemischen Markie- 20 
rungen gckoppclt sind, daB dcrcn chcmischc und/odcr 
physikalische Eigenschaften eine Detektion und Unter- 
scheidung der verschiedenen Markierungen mit gangi- 
gen chromatographischen oder massenspektrometi- 
schen erlauben. 25 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

- die im ersten Amplifikationsschritt hergestellte 
Fragmcnt-Fraktion der zu untersuchenden, Bisui- 
phit-behandelten DNA mit zwei oder mehr che- 30 
misch unterschiedlich markierten Oligonukleoti- 
den gleichzeitig gemischt wird, 

- diese Oligonukleotide in einem Reakuonsan- 
satz als Primer fur cine Polymcrascrcaktion bc- 
nutzt werden, 35 

- die entstehende komplexe Mischung von Frag- 
mentcn in einem ersten analytischen Schritt einer 
elektrophoretischen Langentrennung unterzogen 
wird und 

- die einzelnen Langenfraktionen der aus der aus 40 
der Elektrophorese resultierenden Fragmentgemi- 
sche einer chromatographischen oder massen- 
spektrometrischen Analyse unterzogen werden, 
welche in jeder Langenfraktion die Prasenz oder 
Absenz der die Oligonukleotide charakterisieren- 45 
den chemischen Markierungen detektiert. 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB auf eine Oberflache Oligonukleotide aufge- 
bracht werden, welche 

- entweder die Base Cytosin oder dcrcn Analogc 50 
nicht, nur im Kontext 5'-CpG-3' oder nur in fur 
eine Hybridisierung mit einer Proben-DNA nicht 
wcsentlichcn Bcreichcn enthalten 

- oder die Base Guanin nicht, nur im Kontext 5'- 
CpG-3' oder in fur cine Hybridisierung mit einer 55 
Proben-DNA unwesentlichen Bereichen enthal- 
ten. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Bisulphit behandelte und nach entwe- 
der Anspruch 4 oder Anspruch 1 1 amplifizierte Proben- 60 
DNA 

- mit auf einer Oberflache fixierten Oligonukleo- 
tiden hybridisiert wird, welche in an sich bekann- 
ter Art und Weise so auf dieser Oberflache fixiert 
sind, daB an jedem Punkt der Oberflache bekannt 65 
ist, welche Oligonukleotid-Scquenz sich an genau 
diesem Punkt befindet, - eine Hybridisierung der 
amplifizierten Proben-DNA mit den fixierten Oli- 



gonukleotiden nur dann erfolgt oder nach geeig- 
neten Waschschritten bestehen bleibt, wenn Oli- 
gonukleotide und Proben-DNA in den fur eine 
Hybridisierung wesentlichen Bereichen vollstan- 
dig komplcmcntar sind. 
22. Kit nach den Anspruchen 1 bis 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB mindestens zwei der in den obigen 
Anspruchen definierten Komponenten (zum Beispiel 
eine Kombination von Oligonukleotiden zur Ampiifi- 
kation Bisulphit-bchandeltcr DNA und auf einer Ma- 
trix fixierten Oligonukleotiden zur Detektion) zur Be- 
handlung von DNA mit Bisulphit, Ampliflkation dieser 
behandelten DNA und darauf folgender Detektion des 
Methylierungsstatus von mehr als hundert CpG Dinu- 
kleotiden eines Saugergenoms in einer Reaktion so 
kombiniert werden, daB eine klinisch relevante Dia- 
gnose einer Krebserkrankung gestellt werden kann. 



